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TRANSFORMATION GENETIOUE ET RE GENERATION 
DE LA BETTERAVE SUCRIERE 
L' invention concerne un procede de transformation 
genet ique de cellules vegetales appartenant a l'espece 
Beta vulgaris , suivie eventuellement par une etape de 
regeneration de cellules transformees en plante 
entiere. 

L' invention concerne egalement les cellules 
transformees, les bourgeons, les plantes et les 
graines" transgeniques susceptibles d'etre produits par 

ce procede. 

L' invention concerne en outre, des plantes 
transgenics appartenant a l'espece Beta vulgaris , 
resistantes a 1' infection par le virus des nervures 
jaunes et necrotizes de la betterave a sucre (BNYW) , 
exprimant la proteine de capside du BNYW, ou un 
derive de cette proteine. 

Les references bibliographiques apparaissant dans 
la description de 1 • invention sont repertories sous 
forme de bibliographie. 

L'obtention de plantes transgeniques met en 
oeuvre le transfert du fragment d • ADN selectionne dans 
la cellule vegetale, la selection des cellules 
transformees de facon stable et la regeneration de 
plantes entieres a partir des cellules selectionnees 

transformees. 

Le probleme technique qui s • est pose lors de 
1' elaboration de la presente invention etait de 
trouver une methode de transformation de cellules de 
betterave presentant une frequence de transformation 
elevee qui pouvait etre associee avec succes a une 
methode de regeneration de plante transgenique. A ce 
jour, une telle methode de transformation et de 
regeneration n'a pas .- ete decrite, empechant la 
production de betteraves transgeniques presentant des 
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caracteristiques agronomiquement interessantes , telle 
que la resistance a la rhizomanie. 

Actuellement, il existe deux grandes voies de 
transfer* d'ADN dans les cellules vegetales. 

La premiere voie est une voie physico-chimique 
(electroporation, microinjection, polycations, canon a 
particules). Chez la betterave, des cellules 
transformees de maniere stable ont ete selectionnees 
apres electroporation d'un gene codant pour la 
resistance a la kanamycine dans les protoplastes 
(Lindsey et al, 1989) . 

Cependant, ce procede n'a jamais pu conduire' a la 
creation de betteraves transgenics puisque la 
regeneration de plantes a partir de protoplastes n'a 
pu etre obtenue chez cette espece. 

La deuxieme voie de transfert d'ADN est une voie 
biologique utilisant comme vecteur une bacterie du sol 
: Agrobacterium tumefacipn. ou rhizoqenes . 

Differentes souches de ces deux especes ont ete 
utilisees avec succes pour la transformation de 
cellules de betteraves. Ces cellules transformees ont 
donne naissance soit a des tumeurs avec Agrobacteri „„ 
tumefaciens (Krens et al, i 988 ) soit a des racines 
avec Agrobacterium rhizoqenes (Yacoub et al, 1987). 
Ces tissus transformes (racines et tumeurs) n'ont 
jamais permis a ce jour la regeneration de plantes 
chez la betterave. Ceci vient du fait que ces deux 
phenotypes sont les resultats de 1 • integration dans le 
genome de la cellule non seulement du fragment d'ADN 
desxre mais aussi d'un fragment d'ADN de la bacterie 
qui perturbe l'equilibre hormonal de la cellule 
(Akiyoshi et al, 1983). Pour pallier ces problemes, 
ces genes ont ete deletes, donnant de nouvelles 
souches d' Agrobacterium dites souches desarmees. 
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^utilisation des souches d ■ Mrobacterium 
desarmees l-pXiq«. ^association d'un systeme se ectif 
pour la transforation de cellules vegetales. Le 
succes dans !• attention de transfoomnts est 
Citement li* a la mise au point 

selectif. Le gene selectif le plus utilise dans ce 
domaine est celui prcvenant du transposon Tn 5 
d.Escherichia.coli (Rothstein et al, 1981) codant pour 
la n*omycine phosphotransferase (HPT ID qui eonfr. 
la resistance a la kanamycine (An et al, 1985) • 

La plupart des vecteurs plasmidigues utilises 
dans ces souches desarmees contiennent ^ 
transferable, outre le gene desire, le gene WT II. 
sous le controle de signaux de transcription vegetaux 
(Sevan, 1984 - An, 1986,. I* system 
cprend d-une part le gene consent la resistance 
et d'autre part, I'agent selectif. Ceci implique de 
determiner les concentrations . 

„ „ , fois de tuer les cellules non 

permettant a la *° ls les cellules 

transformees et de laisser *-i 

transferees. Les seals travaux public concernant la 
selection de cellules de betterave apres 
transformation d-explants pericellulars par 
^bacterium font appel a un autre systeme selectif . 
nygromycinTB / hygromycine B phosphotransferase 

(Harpster et al , 1988). 

La transformation par ^robacteriu- necesslte 
dans un premier temps le choix d-un type de cellule ou 
d'un type d'explant qui va faire l'ob : et de la 
transformation. Par exemple, des explants tels que des 
hypoootyles. des morceaux de feuilles (Krens et al, 
198 8) peuvent etre transform** par Agrobactenum . 

La frequence de transformation peut varier selon 
!e type de cellule ayant fait I'objet de la 
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transformation, cette variabilis etant souvent d'une 

nature imprevisible. 

Lors de la production d'une plante transgenique , 
la transformation est suivie par un precede de 
regeneration. 

L'efficacite d'obtention des plantes 

transgenics depend de la frequence de regeneration 
de plantes a partir de cellules transformees d'une 
part, et la frequence de transformation des cellules 
d' autre part. 

Par exemple, la transformation de troncons de 
petioles de betterave a donne des cals transforms 
selectionnes sur kanamycine. Cependant, il n 'a jamais 
ete possible de regenerer des plantes a partir de ces 
cals transformes issus de petioles, bien que la 
regeneration d'embryons somatiques et de bourgeons a 
partxr de ce type de cal dans l-etat non- trans forme 
axt ete reportee (Tetu et al, i 98 7) . Get echec n'est 
pas surprenant si on prend en compte la faible 
frequence de regeneration decrite. 

Ceci traduit bien les problemes de regeneration, 
a partir d'explants, de plantes non-transformees, 
rencontres depuis longtemps chez la betterave sucriere 
(Ritchie et al, 1989). Plusieurs auteurs ont decrit la 
regeneration directe de bourgeons adventifs a partir 
de fragments de petioles de plantes en multiplication 
vegetative (Detrez et al, 1988 ; Freytag et al, 1988). 
Bien que ce phenomene se soit avere reproductible dans 
des conditions appliquees par l es inventeurs, la 
frequence s'est revelee beaucoup trop faible pour etre 
associee a la transformation. D'autres part, il semble 
que ces neoformations proviennent de massifs 
cellulaires non accessibles a ia bacterie et 
apparemment peu sensibles a un agent select if. 
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Une autre technique de regeneration de plante 
non transferees a partir de cellules de betteraves a 
sucre est celle decrite par Saunders et al (1986). 
Ell. met en jeu dans un premier temps, 1 • induction de 
cals friables independants d- hormones et xnities 
probablement a partir des cellules epidermiques du 
limbe, puis dans un deuxieme temps, la regeneration de 
bourgeons et d'embryons somatiques a partir de ces 
cals. cette technique a ete facilement reproductible 
sur plusieurs varietes de betteraves sucrieres. Un des 
interets de ce processus est la possibility d-obtenxr 
aisement des suspensions cellulaires a partir de cals 
friables dont le potentiel organogene peut etre 
entretenu pendant quelques mois. _ 
Les inventeurs ont decouvert que ce materiel 
organogene, e'est-a-dire les cals friables, peut etre 
utilise, dans des conditions precises, pour la 
transformation par ftgrobacterium tumefaciens . 

II y a encore peu de temps la transformation de 
suspensions cellulaires ne paraissait pas concevable 
selon le dogme etabli que le transfert d 1 ADN par 
^obacterium dans une cellule vegetale necessitait 
des lesions cellulaires. Cependant, des auteurs ont 
reporte la transformation de cellules en suspension 
chez le tabac et la carotte (AN, 1985 ; Scott et 
Draper, 1987). A ce jour, la transformation de 
cellules en suspension chez la betterave n'a pas ete 
decrite. Par ailleurs, il est a noter que les methodes 
de transformation qui s'appliquent avec succes a une 
espece vegetale ne peuvent pas etre etendues 
systematiquement a d'autres especes. Les conditions de 
transformation, les materiels de depart et les milieux 
de culture sont des parametres variables specif iques a 
chaque espece. 
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ce qui concerne la transformation et la 
regeneration de betteraves transgenics resistantes a 
la rhizomanie, tout progres a ete empeche, par le 
manque d'un precede de production fiable. 

Le virus des nervures jaunes et necrotiques 
de la betterave a sucre (BNYW) est un virus a 
composants multiples, constitue de particules virales 
a symetrie helicoidale, contenant quatre types de RNA 
sample brin, de polarite positive (Putz, 1987). ce 
virus est dissemine par un champignon du sol, Polymixa 
betae, qui parasite les cellules superf icielles des 
radicelles de chenopodiacees , dont fait partie la 
betterave a sucre. Cette chenopodiacee bisannuelle 
reste a l-etat de rosette la premiere annee en donnant 
une racine charnue et sucree, et monte a graine la 
deuxieme annee apres vernalisation. La persistance de 
la maladie dans le sol est due aux kystes formes par 
le champignon (Tamada, Baba, 1973) . 

II est connu que le virus se developpe 
essentiellement dans la partie racinaire (pivot et 
racmes secondares) . Le symptome principal de la 
maladie consiste en une proliferation du chevelu 
racinaire (d'ou le nom de rhizomanie) . Mais le nom du 
Virus provient en fait de symptomes plus tardifs 
visibles dans la partie vegetative a savoir : necroses 
et Daunissement des nervures dus au fait que le virus 
se developpe surtout au niveau des vaisseaux 
racinaires, en perturbant ainsi le metabolisme de 
toute la plante (Salle et al, 1986). 

Plusieurs auteurs ont reporte que le virus n'est 
detecte dans la partie aerienne que tres rarement 
alors qu-il est present en grande quantite au niveau 
des racines et du pivot (Putz, 1977 ; ziegler et al 
1985) . ' 
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Le controle des maladies virales des vegetaux 
reste problematic , malgre I'avenement du genie 

genetique vegetal. 

Abel et al (1986) ont introduit un gene codant 
pour la proteine de capside du virus de la mosaique du 
tabac (VMT) dans le genome des plantes naturellement 
sensibles a ce virus. Cette manipulation genetique a 
provoque un retard du developpement de la maladie chez 
les plantes transgeniques. D'autres realisations du 
m eme type ont ete reportees avec d'autres virus ; 

- Alfalfa Mosaic Virus, et Tobacco Rattle Virus, sur 
tabac (Van Dun et al, 1987), 

- Alfalfa Mosaic Virus sur tabac (Loesch Fries et al , 
-Tlf'alfa Mosaic Virus sur tabac et tomate (Turner et 

^euL" equipes ont cree des plantes transgeniques 
exprimant des genes codant pour des ARN antisens, 
complementaires de 1 ' ARN codant pour la proteine de 
capside, et ils montrent que la resistance est 
beaucoup moins importante que celle conferee par la 
proteine de capside (Cuozzo et al , 1988 ; Hemenway et 
al, 1988). 

Enfin, d-autres laboratoires ont cree des plantes 
transgeniques exprimant des genes codant pour des ARN 
satellites. Cette strategie a ete adoptee par Gerlach 
et al (1987) pour le virus des taches annulaires du 
tabac, et par Harrison et al (1987) pour le virus de 
la mosaique du concombre (CMV) . 

Aucun satellite n-etant connu pour le BNYW, les 
inventeurs ont envisage de faire produire aux cellules 
vegetales transferees soit des ARN antisens, soit des 
ARN sens codant pour des proteines virales normales, 
mutees ou deletees, susceptibles d'inhiber le 
developpement du virus. 
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Le precede de transformation de 1 ' invention 
implique : 

- la transformation de suspensions cellulaires 
habituees, donnant des cals et suspensions cellulaires 
trans formes ; 

- la transformation de suspensions cellulaires 
regenerantes donnant des cals, des suspensions 
cellulaires et des plantes transformes ; 

la transformation de cals friables en 
dispersion donnant des cals, des suspensions 
cellulaires et des plantes transformes. 

Plus particulierement, la presente invention 
concerne un precede de transformation de cellules 
vegetales appartenant a 1'espece Beta vula^ 
caracterise en ce gu'il comprend la mise en contact 
d'une dispersion de cals blancs friables dans un 
mxlieu de culture cellulaire vegetale liquide 
contenant o a environ 3.0 mgL- d'une cytokine, ou 
d'une suspension de cals blancs friables dans un 
mxlieu de culture cellulaire vegetale liquide 
contenant environ o.l a environ 3.0 mgir' d'une 
cytokmine, avec Agrobacterium contenant un vecteur 
portant un gene destine a etre introduit dans les 
cellules vegetales, suivie de coculture des cellules 
vegetales et des bacteries pour donner lieu a des cals 
frxables transformes. Selon un mode de realisation 
prefere de 1- invention, ce precede de transformation 
comprend les etapes successives suivantes : 

I) induction de cals blancs friables a partir 
d • explant ; 

II) dispersion des cals dans un milieu de culture 
cellulaire vegetale liquide contenant o a environ 
3 . 0 mgl- d • une cytokinine , ou obtention d • une 
suspension cellulaire a partir des cals dans un milieu 
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de culture cellulaire vegetale liquxde contenant 
environ 0.1 a environ 3.0 mgl-' d'une cytokine ; 

III) mise en contact de la dispersion, ou de la 
suspension, avec ^robacteriu,^^ untenant 
un vecteur portant un gene destine a etre 
d ans les cellules vegetales, suivie de coculture des 
cellules vegetales et des bacteries ; 

XV) lavage des cellules vegetales pour elimxner 
leS bacteries et selection des cellules transforms 

sur un milieu selectif ; transforms 
V) culture des cellules 

u. fl „; r des cals friables 
selectionnees pour obtemr des 

transformes. . . „ __ t 

ot-^ne de la transformation est 
La premiere etape ae xa . narHr 

«~ cals blancs friables a partir 
1 ' induction de cais uxanw 

^plants de oetterave. Les explants 

servir dans cette etape peuvent etre par exemple des 

disgues de feuilles. des troncons de p*t*. les etc De 

pr^rence, Xes explants sent des morceaux 

feuilles prelevies d-une plante agee de mens de troi. 



iaois 



Par exemple. apres germination de graines de 
oetterave d'environ un mois, de ieunes feuilles de 3 a 
5 cm de long sent prelev.es de ohaque plante et sont 
LuTises a une .tape de disinfection et rxneage. 
7:Zl feuille est ensuite decouple en petite morceaux 
Z 0.23 cm' » 1.0 cm'. ^ feuilles peuvent etre 
prelevees de la plante jusou-a deux mois env.ron apres 
Ls premiers presents. Aprfcs cette perxode 
Aptitude de regeneration des feuilles dxminue. Les 
aisgues de feuilles sont ensuite mis en culture sur un 
milieu de culture cellulaire vegetale contenant de 0,1 
■ 5 0 mgl" cytokine. De preference, la cytoKxmn. 
est presente » raison d'environ 1.0 mgl- et peut etre 
par exemple, la 6-benzylaminopurine (BAP, , la zeat.ne. 
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°u la fcinetine. La bap est particulars preferee 
Le Bllleu d culture cellu vegetale 

30 c e' nv M - S - LeS " plants ~nt cultiv.s I 

C environ pendant 30 jours dans 1-obscurite et 

US - ~e de culture avec une 

photoperiode de-;i8/24 h r« a »- , 

jour et ao-c la nuit 3 enVir ° n 25>C le 

„„i ^ 4 * 10 Semaines a P" s la mise en culture des 

«*tap. suivante du precede de transformation est 

al rtrr d T suspension ceiiuiai - * -rtir : ; 

utilise* U T suspension ou dispersion sera 

utxlxsee ulterxeurement pour la transformation. 

La suspension cellulaire «u+. 
culture des cals. 4 k . se^ "\p^/" "i*! . °" 

ttz^t de cuitu ~ — -^rrr: 

3 0 mgl dlune cvtokinine> pM - a 

Cette etape de culture dure 2 i 3 • 

e«ectuee sous station, Le liU ^ 

avantageuseuent le milieu M . s ~ ltm . est 

particuliereaent prefers est le »ili e u „ S " 

de 1 may' BAP c c milieu M.s additions 

dans ce suit J t * UieU MSB1 

tableau 3 L com P°^"on est indiguee dans le 

taDleau 3 (voir exemple 9) . 

^ suspension cellulaire s'etabl it en 2 ou 3 
semaxnes. cha%ue suspension est ensuitlrl • 
toutes; les 3 ^emaines par filtration 2 
sur Irois rxitratxon des suspensions 

ur troxs feamxs empiles, donnant l ieu a tm^ 
fractions ( par exemnlo ^ i ° ls 
Une partie de c C^act io7 est ' ^ > l °° 

dans du nili eu ^ ^I^^IZ^™ 
ces nouvelles suspensions sont agitSes. " s ^ t. 
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des differentes suspensions permet de distmguer la 
presence de deux types cellulaires, notamment : 

. type habitue (A) = suspension fine, verte a 
croissance rapide, et qui regenere ponctuellement des 
formations vitrifiees se developpant 

. type noduleux (C) : suspension d'agregats 
compacts jaunatres, a croissance plus lente. r*g.nere 
pl us freguemment que la premiere, des structures 
embryonnaires compactes se developpant assez bien. Ce 
type est aussi connu sous le nom "type regenerant . 

En revanche, la production d-une dispersion des 
cals s'effectue par dispersion des cals apparus depuiS 
2 a 6 semaines suf les explants, dans un milieu de 
culture liquide contenant 0 a 3,0 mgl" oytoKimne, par 
exemple le milieu MSB1. Les deux types 
habitue et noduleux, peuvent aussi etre observes dans 
les dispersions. Les cals en dispersion peuvent etre 
examines avant la transformation dans le >»»**• 
separer les deux types cellulaires, o'est-a-dire 
noduleux et habitue. Un examen visuel des cals permet 
de reperer les deux types qui sont ensuite enleves du 
milieu avec une pince et redisperses. Les suspensions 
cellulaires soigneusement initiees a partir de 
dispersions de cals blancs friables noduleux se sont 
averees etre le materiel ideal pour optimiser 
l'efficacite de la transformation. 

Chacun des deux types cellulaires peuvent etre 
soumis a la transformation mais il est preferable de 
transformer le type noduleux si la regeneration de la 
plante est desiree ulter ieurement . 

La suspension cellulaire ou la dispersion des 
cals est ensuite mise en contact avec la bactene 
Mr K a r^rium tumefaciens. 

Le protocole de transformation est le meme, qu xl 

soit effectue sur des suspensions cellulaires ou sur 



WO 91/13159 



PCT/FR91/00170 



12 



les dispersions. Un echantillon des bacteries dans du 
»xlxeu frais est ajoute a la suspension ou a la 
dispersion des cellules de betterave. La coculture des 
cellules vegetales et des bacteries se fait a 
1'obscurit* pendant trois joU rs environ, en chaabre de 
culture. 

L -Aqrobacterium utilise dans la transformation 
contient un vecteur portant an gene destine a etre 
.ntroduit dans les cellules de betterave. Les souches 
utilisees par les inventeurs continent des vecteurs 

dTT r°" ant U ^ d,i "««. Les trois souches 
* Aqrobacternnr, t^Mrlnn- desarmees utilises' dans 
1. travail decrit ici sont lba 4404 (Hoefcema et al, 
98 ; EH* 10! (Hood et al, 1986, , c58 • 3 (Dale et al 
1989). Blen evide.rn.ent, le gene d'interet est place 
-us le contreie de signaux r.gulateurs appropri.s, 
par exemple un promoteur permettant son expression 
dans la cellule v^tale et, le cas echSant dans la 
plants transgenic r^generee. Le promoteur peut etre 
ohoisi pour permettre !• expression specific du g4ne 
dans une certaine partie de la r,i»„(-. - 
Bt »rto *~ „ . Plante, ou a un certain 

stade de son developpement. En revanche, un promoteur 
constitutif peut etre ,«,!,■ ^ pronoteur 

re utilise, donnant lieu a 
1 expression ubiquitaire du gene introduit. 

C OM1 e gene, on peut citer des genes codants pour 
des caracteres agronomies interessants , par example 
la resistance aux herbicides, aux insectes et aux 
Virus, ou encore un gene induisant la sterilite male 
La resistance aux herbicides peut etre conferee, par 

ZIT T 16 type de gtae " crit par 

(1987) et par BedbrooK et Bl (1988). D „ g4ne 

susceptible de conferer une resist™™ ■ 

1 une resistance aux insectes 
est le g.„. de la proteins crystalline de b 

TZT * ' Perlak 6t a1 < 199 °> ' vaeck et 17 

(1987) Fischoff n , et M, (1987)) La sterilite male 



WO 91/13159 



PCT/FR91/00170 



13 

peut etre induite par un gene codant pour un 

ribonuclease, tel que celui decrit par Mariam et al 

(1990). La resistance aux virus peut parfois etre 

induite par le gene codant pour la proteine de capside 

du virus en question. Par exemple, la resistance au 

virus BWYV peut etre conferee par le gene decrit par 

Gielen et al (1990). Par ailleurs, une protection 

centre le BNYW, responsable de la rhizomanie, peut 

egalement etre induite par ce meme type de gene. Selon 

le precede de !• invention, ce gene codant pour cette 

proteine de capside peut etre introduit dans des 

cellules de betteraves, conferant ainsi la resistance 

a la rhizomanie. Les vecteurs decrits dans ces 

4- A*-r- a utilises Dour 1 • introduction de 
exemples peuvent etre utilises pu Ui 

ces genes . 

Le vecteur porte egalement un gene codant pour 
une proteine permettant la selection des 
transf chants, par exemple la. neomycine 

phosphotransferase (NPT II) qui confere la resistance 
a la kanamycine. De plus, un gene "reporteur" peut 
etre introduit dans le vecteur afin de pouvoir 
confirm le caractere transf orme du tissu vegetal. Un 
exemple d'un tel gene reporteur est le gene uid_A d 
coli codant pour 1« enzyme ^-glucuronidase. Le dosage 
de 1'activite enzymatique de cette proteine se fait 
facilement avec des substrats chromogenes ou 

f luorescents. 

Apres la coculture des cellules de betteraves et 
des bacteries, une etape de lavage avec un agent 
bacteriostatic est effectue pour eliminer les 
bacteries. Comme agent bacteriostatic , la cefotaxime 
peut etre utilise*. Le lavage peut etre effectue en 
deux etapes, par exemple une premiere fois avec le 
milieu MSB1 contenant 600 mgl" 1 cefotaxime, puis une 
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deuxieme fois dans du milieu MSB1 contenant 300 mgl'i 
cefotaxime. 

Ensuite, la selection des cellules transferees 
est ef fectuee grace au gene codant pour la resistance 
a 1 agent selectif. Le S cellules lavees sont done 
aises en culture pendant une guinzaine de jours sur un 
mxlieu contenant I'agent selectif, par exemple la 
*anamycme et !• agent bacteriostatic . Les cellules 
vegetales sont ensuite repiquees sur du milieu frais 

Trois a huit semaines apres la coculture, des 
cals blancs apparaissent. Ces cals transfers 
presentent les deux types cellulaires, noduleux et 
nabitue. 



car, ! tra "^°".4s ainsi obtenus ont, come 

caracteristique physique principale, qu-ils peuvent 

Itll- dlSP ! rS6s e " P« une agitation 

relativement douce et cela, des gu-ils ont une taille 
ae 3 a 5 mm. D-une maniere surprenante, ces cals 
transfor.es conserved la nature blanche, friable et 
regenerante ou'ils . , . 

gu us possedaient avant la 

transformation, et s-averent done etre un materiel 
approprie pour la regeneration de pontes 
transgeniques. il est a noter gue la transformation 
effectuee sur explants, et non sur cals ( Harpster et, 

alr 1988 K d ° nne lieu * cals transforms tres 

compacts qui ne presentent pas de caractere friable et 
qui ne sont pas regenerants. 

Quand ils sont suffisamment developpes, les 
cals transformes de 1» invention 

invenrion sont repiques sur un 
milieu MSB1 avec de la cefot a Yi™ a ■ 

. cefotaxime et eventuellement de 

la kanamycine. 

D.une maniere surprenante, il a M constat6 
qu un mois apres le clonage des cals transformes, la 
Kanamycine et la cefotaxime peuvent etre supprimes du 
milieu sans que la bacterie ne se developpe. ceci peut 
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center un ava n » 9 e pour 1'etape de ""^^ 

. nius en contact avec ies 

les cellules n'etant plus en 

antib iSr e i S .'o bte ntion des cals friars transforms, 

initiee, en coi»en?ant par la rege 
bourgeons et/ou d'embryons transgeniques. 

Le precede de regeneration de bourgeons et/ou 
d.eubryons transgenics selon !■ invent ior . est 
caracterise par Intention de cals f rubles 
transforms selon le precede decrit cx-dessus, -v 
du repiguage des cals friables transforms sur un 

„ aT - evemDle le milieu M.S, 
milieu de culture, par exempie 

contenant 0 » 3,0 -,1- . "urgent 

eventuelleuent un agent bacteriostatic et un agent 
selectif. comme cytokinine, on peut clter la zeatme, 
7. *. is BAP par exemple a une concentration 
la kinetine et la BAP, par e*=i"F 
de 1 mgl" 1 . La BAP est particulierement preferee. 

Zs bourgeons et/ou embryons 
certains des cals apres des delais variant dune 

semaine a plusieurs mois. = „ hrv ons 
A partir de ces bourgeons et/ou embryons 
transgenics, 11 est possible, selon 1'invention. de 
regenlrer des plantes par repiguage des bourgeons 
e t/ou e^ryons sur un uilieu de culture tel gue ^ le 
Bi lieu «.S contenant un cytokine a ** xb ^ 
concentration, par exemple entre 0,0= et 0,15 
preference 0,1 La BAP est preferee 

etape Les structures regenerees coamencent alors 
developper des feuilles et elles sont reuses en 
triplication v^tative en pots ou 
bourgeons les plus developpes ^^"J^ 

rrac^a^reXe. par 1 — 
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Les racines apparaissent 2 a 6 serines apres. Les 
plantes peuvent alors etre acclimatees en serre. 

L- invention concerne egalement la production de 
graxnes a partir des plantes transgenics par 
vernalxsation de ces plantes transgenics et recolte 
des graines apres floraison. 

L ' invention concerne egalement les cals friables 
transforms, les bourgeons et/ou embryons transforms, 
les plantes transgenics et les graines de ces 
Plantes susceptibles d'etre produits selon les 
procedes decrits ci-dessus. 

La presente invention concerne egalement la 
transformation genetique et la regeneration de la 
betterave a sucre (Beta_^ul g aris ssp saccharify 
dans le but de creer des plantes resistantes a la 
rnizomanie. 

Plus particulierement, i es inventeurs ont 
transforms des cellules vegetales par des sequences 
codant pour la proteine de capside du BNYW, ou pour 
des variantes de celle-ci. 

La mise en oeuvre de cet aspect de 1- invention a 
consiste a : 

- construire par les techniques de recombinaison 
genetique ln v.tro, des g*„es artificials, potentiels 

resistance au virus aes nervureE g 

necrotxques de la betterave a sucre (BNYW , Beet 
Hecrotxc Yellow Vein virus) provoquant la rhizoaanie, 

- transferer de facon stable ces genes de resistance 
dans des betteraves a sucre. 

Le gene codant pour la proteine de capside du 
BNYW a ete localise et sequence (Bouzoubaa et al^ 
"86,. cependant, ii ne pouvait pas 4tre ^ 
1 expression de cette proteine dans des cellules de 
betterave inhiberait le developpement du virus. Le 
Virus etant transits par le champignon du sol Polymixa 
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betae, la voie d ' inf ectabilite n'est pas comparable a 
celle des virus pour lesquels la proteine de capside 
s'est montre protectrice. D 1 autre part, la proteine de 
capside du BNYW est codee par l'extremite 5'du ARN2, 
ce qui veut dire que la proteine peut etre traduite 
dans la cellule infectee immediatement apres 
1- infection. Pour d-autres virus, la proteine de 
capside est codee par un ARN subgenomique et est done 
produite plus tard dans le cycle de 1' infection. Pour 
ces raisons, l'effet protecteur presente par la 
proteine de capside pour d'autres virus vegetaux ne 
pouvait pas etre prevu chez le BNYW. 

De plus, les inventeurs ont constate plusieurs 
phenomenes inattendus : preincrement, il a ete observe 
que des cellules transformees par une meme sequence 
codant pour la proteine de capside de 22 Kd 
(nucleotides 145 a 708) et au moins une partie de la 
proteine de 75 Kd qui est composee de la proteine de 
22 Kd fusionnee avec la proteine 54 Kd (nucleotides 
709 a 2218), donne lieu a l'expression de deux 
proteines dans la meme cellule, e'est-a-dire la 
proteine de 22 Kd et une proteine chimerique composee 
de la proteine de 22 Kd additionnee de la partie de la 
proteine de 75 Kd codee par la sequence transf ormante. 
Cette expression est le resultat du phenomene de 
••readthrough", le codon "stop" a la fin de la proteine 
de 22 Kd etant parfois supprime dans la cellule par 
des tRNA suppresseurs. II a ete constate que le taux 
d' expression de la proteine chimerique de 
••readthrough" est particulierement eleve, et pourrait 
jouer un role dans la resistance conferee a la cellule 
exprimant les deux proteines a la fois. 

Deuxiemement, les inventeurs ont observe que dans 
des plantes transgeniques les proteines exprimees 
selon 1' invention sont exprimees specif iquement dans 
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les racines, et ce malgre 1 -utilisation de promoteurs 
constitutif s . 

Ce phenomene est totalement inattendu et presente 
plusieurs avantages pour la plante. Tout d'abord les 
cellules cibles du BNYW SO nt specif iguement 
protegees. De pl US/ l« absence d' expression de la 
proteine de capside et de ses derives dans les parties 
aeriennes de la plante, partie qui n'est pas 
susceptible d'etre infectee par le BNYW, represente 
une economie energigue importante pour la plante. Par 
ailleurs, 1'expression dans les racines, a 1'exclusion 
de toute expression dans d'autres parties de la 
plante, est un phenomene qui n'aurait p as pu etre 
obtenu en utilisant un promoteur dit "specif ique" pour 
les racines. Ce genre de promoteur conduit, en fait a 
une expression plus importante dans les racines 'et 
une expression faible dans l es autres parties de la 
plante. D es experiences, effectuees par les 
mventeurs, utilisant un gene margueur (GUS) ont 
demontre que 1- expression specif igue n'est pas du a 
une mauvais fonctionnement du promoteur, puisque le 
produxt d- expression du gene GUS est exprimee dans 
toutes les parties de la plante, lorsqu'elle est sous 
le controle de ces memes promoteurs. L ' expression 
specif ique pourrait etre le resultat de 1 • instability 
de la proteine dans les parties aeriennes de la 
Plante, ou a une mauvaise traduction. Ces experiences 
montrent que le promoteur ne semble pas jouer de role 
dans 1» expression specif ique. 

II a egalement ete constate que le promoteur 35S 
a une efficacite de transcription de 30 a 50 fois plus 
elevee que le promoteur Nos dans des cellules de 
betterave . 

L' invention concerne des plantes transgeniques 
produisant : 
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- la proteine de capside du BNYW, 

- des proteines de capside modifiees definies 
ci-dessous (acides amines supplementaires , acides 
amines permutes, acides amines deletes), qui 
conservent l'effet protecteur vis-a-vis du BNYW 

- des ARN sens et des ARN antisens de differentes 
tallies et diriges centre differentes regions de 

l'ARN2 du BNYW. 

Plus particulierement, cet aspect de 1- invention 
concerne une plante transgenique appartenant a 
1-espece vulgaris et resistante a 1 • infection par 

le virus des nervures jaunes et necrotizes de la 
betterave a sucre (BNYW), ladite plante etant 
transforms d'une maniere stable par un fragment 
d'acide nucleique, dont le produit d'expression est 
capable de conferer ladite resistance, ledit fragment 
etant derive de 1'extremite 5' de l'ARN2 genomique ou 
subgenomique du BNYW, ou du cADN correspondant , ce 
fragment codant pour au moins une partie des proteines 
codees par les nucleotides 145 a 3285 de la sequence 
sauvage de 1-ARN2, et etant sous le controle d'un 
promoteur permettant 1- expression du fragment dans les 
cellules de la plante et etant dans 1 • orientation sens 
ou antisens. 

Dans le contexte de 1' invention, un fragment 
"derive de 1'extremite 5' de 1-ARN2 du BNYW" signifie 
le cADN correspondant, ou une variante capable 
d'hybrider avec celui-ci dans des conditions non 
stringentes, ou dont le produit d'expression presente 
au moins 80 % d'homologie. II est important que les 
variantes presentent la propriete de pouvoir inhxber 
1' infection par le BNYW dans des cellules 
1'exprimant. Par "inhiber", il faut comprendre une 
reduction et un retard signif icatif s de 1' apparition 
des symptomes de 1' infection et de la multiplication 
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du virus. Dans des conditions optimales, les symptomes 
at la multiplication du virus sont elimines 
totalement . 

Comme exemple de fragment d'acide nucleotidique 
prefere, on citera un fragment de l'extremite 5- de 
1-ARN2 genomique du BNYW ou du cDNA correspondant 
codant pour au moins une partie de la proteine codee 
par les nucleotides 145 a 2218 du ARN2 ou p our une 
vanante de cette proteine presentant une homologie 
d'au moins 80 % et comportant !• insertion, la 
substitution ou la deletion d.acide(s) amine(s) et qui 
confere une resistance a la rhizomanie aux cellules 
1 * exprimant. 

Un autre exemple d'une plante transgenique selon 
cet aspect de 1 • invention est celle dans laquelle 
ledxt fragment code pour la proteine codee par les 
nucleotides 145 a 708 et, en outre, pour une partie de 
la proteine codee par les nucleotides 709 a 2218 de 
1-ARN2 du BNYW. Une telle plante transgenique peut 
comporter, selon !• invention, un fragment qui code 
pour la proteine codee par les nucleotides 145 a 871 
de 1-ARN2 du BNYW, ce fragment pouvant etre compose 
par exemple, par les nucleotides 91 a 871 de 1-ARN2 du 
BNYW. 

Le fragment transformant peut aussi coder pour au 
moms une partie d'une variante de la proteine codee 
par les nucleotides 145 a 2218, ladite variante se 
distxnguant de la sequence sauvage par la presence de 
la sequence Glu Asp Leu Pro qui remplace les acides 
amines His ALa codes par les nucleotides 253 a 258 de 
la sequence sauvage. Par sequence sauvage, il faut 
comprendre la sequence de 1-ARN2 publiee par Bouzoubaa 
et al (1986), en particulier celle de la figure 2 de 
ladite publication. Cette figure indique la sequence 
nucleotidique ainsi que la sequence d'acides amines. 
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La numeration des bases utilisee dans cette demande 
est la meme que celle appliquee par Bouzoubaa et al . 

Comme exemples de parties de ce type de variante, 
on peut citer un fragment qui est compose par les 
nucleotides 91 a 871 de la sequence sauvage, les 
nucleotides 253 a 258 de la sequence sauvage etant 
remplaces par ceux codant pour Glu Asp Leu Pro. La 
partie de la variante peut aussi correspondre a celle 
codee par les nucleotides 145 a 255 dans la sequence 
sauvage, les nucleotides 253 a 255 de la sequence 
sauvage etant remplaces par ceux codant pour Glu. 

Encore un exemple d'une plante transgenique selon 
cet aspect de 1 • invention est celle dans laquelle 
ledit fragment code pour au moins une partie d'une 
variante de la proteine codee par les nucleotides 145 
a 2218, ladite variante se distinguant de la sequence 
sauvage par la presence de la sequence Arg Ser Ser Gly 
au lieu des acides amines codes par les nucleotides 
637 a 651 de la sequence sauvage, la sequence Arg Ser 
Ser Gly formant le carboxy-terminal de la proteine. 

Plus particulierement, les plantes transgeniques, 
selon ces aspects de 1' invention, expriment des 
fragments d'acide nucleique consistant en les 
nucleotides 91 a 871 du ARN2 du BNYW ou de la 
sequence cADN correspondante , dans lequel les 
nucleotides 253 a 258 sont eventuellement remplaces 
par GAA GAT CTT CCT, ou dans lequel la sequence GA AGA 
TCT TC a ete inseree a la position 638, immediatement 
apres le C en position 637, ou encore les fragments 
BglH de ces sequences. 

Selon un autre mode de realisation de 
1' invention, le fragment transformant peut consister 
en les nucleotides 2078 a 2774 du ARN2 subgenomique du 
BNYW. La proteine ainsi exprimee correspond au NH 2 
terminal de la proteine de 42kDa du BNYW. 
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Des exemples de fragments d'acide nucleique 
trans forxnants particulierement preferes et les 
proteines codees par ces fragments sont illustres dans 
le tableau 1 (voir exemple 6) . 

Parmi ces sequences particulierement preferees, 
on citera la sequence de bases consecutives codant 
pour au moins une partie de la proteine de capside de 
22 Kd (codee par les nucleotides 145 a 708) et, en 
outre, pour une partie de la proteine de 75 Kd (codee 
par les nucleotides 709 a 2218). Un exemple d'une 
telle sequence est celle composee des nucleotides 91 a 
871 du ARN2. Ce type de sequence incluant le " codon 
stop du 22 Kd donne lieu au phenomene de "readthrough" 
et la cellule exprime ainsi deux proteines a la fois. 

L' invention concerne egalement les proteines 
produites par 1' expression de ces sequences, et en 
particulier la proteine de 29 Kd resultant de 
1' expression des nucleotides 91 a 871 du ARN2, qui est 
exprimee en merae temps que la proteine de capside de 
22 Kd. 

Les promoteurs qui peuvent etre utilises dans les 
plantes transgeniques resistantes a la rhizomanie sont 
tous ceux qui permettent 1- expression de la sequence 
conferant la resistance dans la plante. Les promoteurs 
3 5S et Nos qui sont, respectivement le promoteur du 
grand transcrit 35S du virus de la mosaique du choux- 
fleur et le promoteur du gene de la nopaline synthase 
sont particulierement preferes. L'utilisation de ces 
promoteurs constitutif s , et en particulier le P 3 5S, 
donne lieu d'une maniere surprenante a une expression • 
specifique de la proteine protectrice dans les 
racines. 

D'autres signaux de transcription a utiliser avec 
le promoteur sont des terminateurs , par exemple Nos. 
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Les graines des plantes transgeniques resistantes 
a la rhizomanie font egalement partie de cet aspect de 
1 1 invention. 

Les sequences utilisees dans la transformation 
des plantes de 1 ' invention peuvent etre utilisees 
comme sonde nucleique, en combinaison avec des moyens 
permettant une detection de 1- hybridation, pour 
detecter la presence des sequences dans des cellules 
transferees. Ceci peut etre utile pour verifier 
l'etat transf orme des cellules. 

Cet aspect de 1' invention concerne egalement un 
precede de production de plantes transgeniques 
appartenant a l'espece Beta vulgaris et resistante a 
1- infection par le BNYW, ladite plante expnmant, 
specif iquement dans les racines, une proteine capable 
de conferer ladite resistance, ledit procede 
comprenant la transformation , par 1 ' intermediate 
H. ^obacterpnTt, tumefaciens , de cellules provenant de 
vulgaris avec un des fragments tels que decrits 
ci-dessus, la transcription dudit fragment etant sous 
le controle d'un promoteur const itutif tel que le p3 5S 
ou le pNos, suivi de la regeneration d'une plante 
transgenique a partir des cellules transf ormees . 

Les differents aspects de 1« invention seront 
illustres par les exemples non limitatifs suivants. 
Ces exemples illustrent notamment : 

- la production de fragments de message genetique 
modifie ou non du virus du BNYW, par la plante, 

- 1' expression de ces fragments d'ADN d'origine 
virale sous des promoteurs constitutifs (35S ; Nos) , 

- la verification de cette expression par la mise 
en evidence des ARN messagers correspondants dans des 
suspensions cellulaires habituees et transf ormees , 



WO 91/13159 _ 

PCT/FR91/00170 



24 

- la confirmation de la production dans la meme 
cellule de deux proteines de tallies differentes 
codees par le meme gene : 

* la proteine de capside du BNYW de 22 Kd (188, 
acides amines) 

* la proteine chimerique derivee de la proteine 
de capside, de 29 Kd (252 acides amines), 

- 1 'utilisation des trois souches desarmees 
d' Agrobacterium tumef aci ens pour la transformation de 
suspensions cellulaires et de cals friables de 
betterave, 

- 1 'obtention de suspensions cellulaires 
transfonnantes, induites a partir de cals selectionnes 
sur kanamycine apres transformation de suspensions 
cellulaires habituees, 

- 1' utilisation de ces suspensions cellulaires 
transforms come modele pour tester 1- expression de 
tout fragment d 1 ADN place sous le . controle de 
promoteurs appropries, 

- 1 'utilisation de ces suspensions cellulaires 
pour tester 1 • inhibition de la multiplication virale 
par un gene donne, 

- 1- inhibition de la multiplication du BNYW dans 
des protoplastes issus de suspensions cellulaires 
transformees et produisant les deux proteines de 22 Kd 
et 29 Kd, des protoplastes servant comme modele pour 
tester 1 ■ infectabilite de la cellule, les cellules ne 
pouvant pas etre infectees directement par les virus, 

- la transformation de jeunes cals friables 
organogenes , 

- l'obtention de cals transforms organogenes 
selectionnes sur kanamycine apres transformation de 
jeunes cals friables organogenes, 

- la possibility de supprimer tres tot a la fois 
1- agent selectif (kanamycine) et i- agent 
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bacteriostatic (cefotaxime) du milieu de culture des 
cals, 

- le developpement des bourgeons ou embryons 
inities a partir des cals transf ormes, en plantes 
transformees enracinees, 

- i« expression dans la plante des genes 

transf eres , 

- la mise en evidence de la production des 
proteines 22 et 29 Kd specif iquement dans les racines 
de betteraves transformees, 

- 1' absence de la production de proteines 22 et 
29 Kd dans la partie aerienne des plantes 

transformees, 

- la production de graines transgeniques a partxr 

de transf ormants primaires, 

- la mise en evidence de la resistance a la 
rhizomanie des plantules issues des graines 

transgeniques . 

Les figures 1 a 11 et les tableaux 1 a 3 
illustrent differents aspects de !• invention, 
notamment : 

Figure 1 : 

organisation genet igue de 1-ARN2 du BNYW d'apres 

Bouzoubaa et al, (1986) 

Figure 2 : construction des vecteurs d' expression 

pBIOSl et pBIOS3. 

pBIOSl contient le promoteur (pNos) et le 
terminateur (Nos 3 • ) du gene de la nopaline synthetase 
separes par un site de restriction BamHI (B) et 
encadres par deux sites EcoRI (E) - 

pBIOS3 est un derive de pBIOSl ou le promoteur 
Nos a ete remplace par le promoteur du transcrit 35S 
( P 35S) du cauliflower Mosaic Virus (CaMV) isole du 
plasmide pJEA25 (don de T. Michael) . 
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Abreviations : B , BamHI - E, EcoRl - H , Hind III 

- Hp, HphI - P, Pst I - S , Smal - sst, SstI - X, Xholl 

- T4 DNA pol, T4 DNA polymerase - K/ klenov polymerase 

- E Met, EcoRl Methylase - Ap, Ampicilline - bp, paire 
de base. 



Pigure 3 : genes chimeriques codant pour la 
proteine de capside du BNYW et pour la proteine 
chimerique derivee. 

A partir du plasmide pBC2 contenant l'ADN copie 
de 1'extremite 5' du RNA2 , nous avons isole un 
fragment Dral-Bgl I de 780 bp (position 91 a 871) Ce 
fragment a ete traite par la T4 DNA polymerase et des 
lxnkers BamHI ont ete rajoutes permettant son clonage 
au site BamHI des vecteurs d- expression pBIOSl et 
PBI0S3. Les deux plasmides pBI01-lB et P BI03-1B 
obtenus ont le fragment d'ADN en orientation sens. 

Abreviation : B, BamHI - D, Dra I - E , EcoRl - P/ 
PstI - sst, Sst 1 - T4 DNA Pol, T4 DNA Polymerase '- 
CAP, depart theorique du transcrit - A +, signal de 
polyadenylation - ATG, codon de depart - TGA, TAA 
codons stop. ' ' 

Pigure 4 : construction de pBI01-2B et pBI01-5B. 
Pigure 5 : construction des vecteurs de 
transfert. 

Les differentes entites genetiques f onctionnelles 
derivees de pBIOSl et de P BI0S3 sont inserees dans le 
vecteur binaire pGA492. Les derives de pBIOSl sont 
clones au site EcoRl et seuls sont retenus les 
construits orientes dans le sens de transcription 
3-dentique au gene de la neomycine phophotransf erase 
(npt), alors que les derives de pBI0S3 sont inseres 
entre le site SstI et le site EcoRl, et se trouvent 
obligatoirement dans la bonne orientation. 32 
plasmides derives de pGA492 ont done ete obtenus. 
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Abbreviations : E, EcoRI - Sst, SstI - npt, 
neomycine phosphotransferase - cat, chloramphenicol 
acetyltransferase - BR et BL, bordures droite et 
gauche du T-DNA - Tet, tetracycline resistance - Kb, 
kilobase. 

Figure 6 : vecteur binaire pGA-/9 -3 -IB. 

Legende : 35S, promoteur 35S du Cauliflower 
Mosaic Virus - 5'Nos, promoteur du gene de la nopal ine 
synthase - Nos, terminateur du gene de la nopaline 
synthase. NPT, gene de la neomycine phosphotransferase 
-UID A, gene de la -glucuronidase d'E. coli - BR et 
BL, bordures droite et gauche du T-DNA de pTiT 37 - 
amp, gene de resistance a 1 • ampicilline - tet., gene 
de resistance a la tetracycline - Kana., gene de 
resistance a la kanamycine - E, EcoRI - H, Hind III 
S, Sst I - • ,origine de replication du RK2. 

Figure 7 : analyse par Western blot des 
suspensions cellulaires transformees par le vecteur 

binaire pGA- 0-3-1B. 

Legende : CP, proteine de capside - WT, 
suspension non transformee - 20 ng et 2 ng, 
reconstructions avec les quantites indiquees de BNYW 
jS-Glu, ^-glucuronidase - MW, marqueur de poids 
moleculaire. 

En encadre, la structure du gene chimerique 
codant pour la proteine de capside est represents. 
P 35S, promoteur du Cauliflower Mosaic Virus - Nos, 
terminateur du gene de la nopaline synthase ? tag, 
codon de terminaison du BNYW : readthrough. - tag, 
codon de terminaison situe dans le terminateur - atg, 

codon d ' initiation . 

Figure 8 : infection de protoplastes de betterave 
par du BNYW F13 (D ,0) et S2 (v) par la methode au 
PEG. (A) represente les resultats obtenus avec du 
virus inactive. 



WO 91/13159 




PCT/FR91/00170 



28 



Figure 9 : infection de protoplastes de betterave 
par electroporation en presence (t) et en absence ( a )de 
Caci2 5 mM. Les symboles ouverts correspondants 
representent le pourcentage de protoplastes viables en 
presence (V) et en absence ( Q) de Caci2 5 mM. 

Figure io : profils densitometriques d' analyses 
de RNA extraits de protoplastes infectes isoles de 

Hgnees exprimant ( ) ou n - exprimant pas ( ) la 

proteine de capside du BNYW. 

Figure li : analyse par Western blot d- extraits 
proteigues de 3 betteraves transgeniques a 1'aide de 
deux serums : un serum anti-BNYW et un serum anti-s 
-glucuronidase . 

Abreviations : L, limbe ; P, petiole ; R, racine 

; Te, temoin ; s, suspension cellulaire transforms ; 

2ng, 2ng de BNYW purifie ; 14-3, 22-1 et 68-! 

referent a 3 betteraves transgeniques differentes. 

Tableau 1 : i es 16 genes de resistance potentiels 

au BNYW avec leurs produits theoriques. 

N.B. : ies chiffres entre parentheses referent la 

position des sites de restrictions selon l a sequence 
du BNYW ; a represents le linker Bgln additionne. La 
taxlle des transcripts correspond a la partie du 
messager complementaire du BNYW. 

Tableau 2 : infection par le BNYW de 
protoplastes issus de cellules transformees et non 
transforms, i x io* protoplastes ont ete inocules 
avec 5 M g de BNYW (F13 ou S2) sauf pour !■ experience 
4 ou I- inoculum consistait de 30 >g de BNYW les 
chxf f res representent le pourcentage de protoplastes 
fluorescent s detectes 30 h apres 1 ■ inoculation. CP + et 
CP sont des lignees celluiaires transformees 
BNYW mant ^ n ' eXPrimant Pas la Proteine capsidaire du 
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Tableau 3 : dif ferents milieux de culture 
utilises dans le precede de transformation et de 
regeneration selon 1' invention. 

EXEMPLE 1 : EXTRACTION DE L'ARN VIRAL 
La multiplication du virus BNYW se fait sur 
r^nn pndium ouinoa apres inoculation manuelle, et 
1« extraction se fait a partir de feuilles virosees de 
huit jours selon la technique de Putz (1977). La 
suspension virale ainsi obtenue est ajustee a 100 mM 
NaCl puis soumise a deux extractions au phenol suivies 
de deux lavages a 1' ether de la phase aqueuse. Les RNA 
viraux sont precipites par addition de deux volumes 
d'ethanol distill* et conserves a -20'C. Le nombre et 
la taille des RNA a ete rapporte par Richards et al 
(1985). 

EXEMPLE 2 : FABRICATION DU CDNA DU RNA 2 
Richards et al ont montre en 1985 que le RNA 2 
etait un messager efficace pour la synthese de la 
proteine capsidaire. Un ADN complementaire d'une 
partie du RNA 2 a ete synthetise par la methode de Van 
der Werf et al (1981) et clone au site Pst 1 du 
plasmide pBR322 (Bolivar et al , 1977). Le plasmide 
resultant pBC2 contient un ADN copie correspondant aux 
2938 bases de l'extremite 5' du RNA 2 (Richards et al, 
1985) . 

EXEMPLE 3 : DETERMINATION DE LA SEQUENCE DE 

L'EXTREMITE 5 1 DU RNA 2 

Grace a la technique de Maxam et Gilbert (1980) , 
et a celle de Sanger (1977), la sequence du clone pBC2 
a ete determinee. La sequence detaillee est presentee 
dans la publication de Rouzoubaa et al (1986) avec 
!• organisation genetique du RNA2 schematisee. L' examen 
de cette sequence a confirme la presence de la 
proteine de capside au niveau du ler cistron situe en 
5 ., le codon ATG de depart etant place a 144 
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nucleotides de 1 ' extremite 5'. Cette proteine d'un 
poids moleculaire de 22 Kd comporte 188 codons et se 
termine par un codon ambre UAG. La composition en 
acides amines deduite de la sequence est identique a 
celle de la proteine capsidaire du BNYW determinee 
par C. Putz (1977). Le codon stop (UAG) est 
immediatement suivi d'une phase ouverte ayant une 
capacite codante correspondant a un polypeptide de 54 
Kd. Par la suppression du codon UAG, on peut done 
obtenir une phase de lecture ouverte capable de coder 
pour une proteine de 75 Kd. Ces donnees sont en accord 
avec les resultats obtenus par Ziegler et al (i 98 5) 
montrant que le RNA2 est un messager efficace pour la 
synthese de deux proteines immunoprecipitees par du 
serum anti BNYW et dont la synthese est augmentee en 
presence d-un t.RNA suppresseur. Tous ces resultats 
sont discutes dans la publication de Bouzoubaa et al 
(1986), ii est aussi precise qu'une 3eme phase de 
lecture capable de coder in vitro pour une proteine se 
fait a partir d ' un ARN subgenomique du RNA2 qui a ete 
mis en evidence et qui peut etre encapside. 

EXEMPLE 4 : CONSTRUCTION DES VECTEURS 
D • EXPRESSION 

Preincrement les signaux de transcription du gene 
de la nopaline synthase de la bacterie Agrobacteri 
tumefaciens T 37 ont ete utilises. A partir du 
plasmide pNopneoA 18 construit par Bevan (1983) dont 
la structure est presentee dans la figure 2, celui-ci 
contient la sequence du vecteur de clonage P UC9 
(Vierra et al, 1982) avec un fragment EcoRI-BamHI de 
260 bp et un fragment Hindlll-XhoII (BamHI-Bgll) de 
310 bp. ces deux fragments qui proviennent du plasmide 
tumorigene P TiT37 d ' Agrobacter ium tumgf^-i^ T 37 
contiennent respectivement le signal de 

polyadenylation et le promoteur du gene de la nopaline 
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synthase. Ces deux signaux de transcription encadrent 
un fragment Bglll-Ban HI de 1000 bp qui content le 
aene codant pour 1 • aminoglycoside phosphotransferase 
II ; a partir de ce plasmide, le fragment de 1000 bp a 
ete enleve par digestion menagee avec 1- enzyme de 
restriction XhoII, et les molecules de taille de 3300 
bp environ sont recuperees apres migration sur gel 
d' agarose. Apres ligation et transformation dans E. 
coli HB101 (Bolivar et al, 1979) des transf ormants 
resistant* a 1 • ampicilline ont ete selectionnes . La 
xaajorite de ces techniques sont decrites dans 
-Molecular Cloning. A laboratory manual" (Maniatis et 
al 1982). Grace a la cartographie a 1'aide d'enzyme 
de' restriction, les inventeurs ont retenu le plasmide 
pNosANeo, qui possedait un fragment EcoRI— BamHI de 260 
bp et un fragment BamHI-Hindlll de 310 bp. Pour des 
commodites d'utilisation de ce plasmide, les 

. ^^-i i e site de restriction Hind 
inventeurs ont remplace ie site 

III par un site EcoRI (details non presentes) et ainsi 
ils ont obtenu le vecteur d- expression pBIOSl (figure 

2) * un autre vecteur d« expression a ete construit 
dans le cadre de 1' invention. II a la meme structure 
que pBIOSl, le meme fragment comportant le signal de 
polyadenylation, mais le fragment promoteur a ete 
change. En effet, le fragment Pstl-BamHI comportant le 
promoteur du gene de la nopaline synthase a ete 
remplace par un fragment EcoRI-BamHI de 400 bp 
contenant le promoteur du grand transcrit 35S du virus 
de la mosaique du choufleur (Ca.M.V.). Ce fragment a 
ete obtenu a partir du plasmide P UC35S qui derivait du 
clonage d'un fragment BamHI-H P hI au site Sma I du 
vecteur de clonage P UC13 (Messing, 1983). La source du 
fragment BamHI-HphI etait le plasmide pJ EA25 construit 
par T. Michael qui avait preleve un fragment Dde I 
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s'etendant de la position 7069 a la position 7569 du 
CaMV isolat BJ1 decrit par Franck et al (1980). Apres 
avoir modifie les extremites de ce fragment grace a 
des linkers BamHI, T. Michael 1-avait clone au site 
BamHI du plasmide pAT153 (Twigg et al, 1980). Sur la 
figure 2, les differentes etapes de la construction du 
vecteur d- expression pBI0S3 sont schematises. 

Pour les deux vecteurs d' expression pBIOSl et 
PBIOS3, le site de restriction BamHI est present entre 
les deux fragments d'ADN contenant le promoteur pour 
l'un et pour 1- autre le signal de polyadenylation ; 
cette situation est ideale pour 1- insertion de' tout 
DNA etranger qui sera un substrat pour la 
transcription. 

EXEMPLE 5 : INSERTION DE FRAGMENTS cDNA DU BNYW 
AU SITE BAMHI DES VECTEURS D * EXPRESSION 

Le plasmide pBC2 a ete digere par les enzymes de 
restriction Bgli et Oral et ensuite 1'extremite 
sortante du site Bgli a ete supprimee par 
1' utilisation de la DNA polymerase du bacteriophage 
T4. ce fragment a ete purifie par elution a partir 
*'un gel d- agarose, apres separation 

electrophoretique. Des linkers BamHI ont ete 
additionnes aux extremites de ce fragment, et apres 
une digestion avec un grand exces de !• enzyme de 
restriction BamHI ; ce fragment de 780 bp a ete incube 
avec les vecteurs pBIOSl et p B IOS3 ouvert au site 
BamHI . Apres ligation, le melange a servi a 
transformer E. coli HB101. Apres un tri effectue sur 
les clones resistants a 1 • ampicilline, 4 plasmides ont 
ete retenus. Les plasmide appeles pBI01~iB et P BI03-1B 
qui ont le fragment cDNA contenant la sequence codante 
de la proteine de capside sous le controle du 
promoteur Nos pour le premier et pour 1- autre sous le 
controle du 35S (figure 3). 
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Ces plasmides peuvent diriger la fabrication de 
RNA messagers qui une fois traduits, produiront a la 
fois la proteine de capside du BNYW et une proteine 
chimerique de 29 Kd provenant de la suppression du 
codon stop (phenomene de readthrough) . Cette proteine 
de 252 acides amines est composee comme suit : 

- les 188 acides amines de la proteine de 
capside, 

- 53 acides amines de la proteine de 75Kd allant 
de la position 189 a 241 inclus, 

-de 11 acides amines codes par la sequence du 
terminateur de la nopal ine synthase qui sont 
respectivement : threonine, glycine, serine, proline, 
isoleucine, leucine, glutamine, threonine, 

phenylalanine, glycine, glutamine. Deux autres 
plasmides ont ete obtenus, ces plasmides appeles 
pBIOl-lA et pBI03-lA ont le fragment cDNA du BNYW en 
orientation inverse sous le controle des deux 
promoteurs. Ces plasmides pourront diriger la 
fabrication de RNA messagers dits antisens, qui seront 
des messagers complementaires de la partie 5« du RNA2. 

EXEMFLE 6 : CONSTRUCTION D 'UNE FAMILLE DE GENES 
PERMETTANT LA FABRICATION DE PROTEINES DE CAPSIDE DU 
BNYW MODIFIEES ET DE RNA ANTISENS DE TAILLE VARIABLE 

Deux plasmides derives de pBIOl-lB, le plasmide 
PBI01-2B et le plasmide pBI01-5B ont ete construits. 
Les differentes etapes de la construction de ces 
plasmides sont presentees dans la figure 4. Brievement 
pour la construction de pBI01-2B, le plasmide pBIOl-lB 
a ete ouvert au site SphI (position 256 du RNA2) les 
bouts "collants" ont ete enleves par 1 'utilisation de 
la DNA polymerase du bacteriophage T4 (deletion de 4 
bp) et des linkers Bglll de 10 bp ont ete ligases aux 
extreraites tranches ainsi produites. Apres une 
digestion exhaustive avec Bglll, le plasmide est 
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religase. Apres transformation dans E. coli, le 
plasmide pBI01-2B a ete obtenu ; celui-ci ne contient 
plus de site SphI et a cette position on trouve 
maintenant un site Bglll. cette manipulation a permis 
deux choses : premierement, l'obtention d'un site de 
restriction utile pour d'autres constructions 
(extremites compatibles avec celles produites par 
BamHI) et deuxiemement, l'obtention d'une sequence 
codante modifiee qui code pour une proteine de 
capside possedant deux acides amines supplementaires 
et dont deux acides amines sont changes. Le plasmide 
PBI01-5B a ete obtenu par le meme type de manipulation 
mais dans son cas c'est le site Smal de pBIOl-lB 
(position 637 du RNA2) qui a ete modifie par des 
linkers Bglll. Ce plasmide code pour une proteine de 
capside raccourcie de 19 acides amines et dont les 4 
derniers sont modifies. 

En utilisant les sites Bglll et Bam HI de ces 
deux plasmides, les inventeurs ont pu isoler et doner 
dans les deux vecteurs d' expression pBIOSl et pBIOS3 
differents morceaux de cDNA recouvrant l'extremite 3' 
ou l'extremite 5' de la proteine de capside et ceci 
sur des longueurs variables. Une famille de genes 
susceptibles de rendre resistante au BNYW une cellule 
ou une plante fabriquant le produit d'un ou plusieurs 
de ces genes a ainsi ete obtenue. Tous ces differents 
fragments de cDNA sont presentes dans le tableau l 
avec les produits attendus (transcrit et proteine) ; 
la lettre B referant une orientation sens et A une 
orientation antisens. 
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TABLEAU 1 



CODE FRAGMENT cDNA TRANSCRIPT 



PROTEINE 



IB 



780 bo 



ARN bon sens 



( 91 ) 22 Kd ( 871)780 bp 



2B , a 



( 256 ) 



3B 



4B 



5B 



6B 



7B 




(637 ) 



8B 70 0 bp 



ARN bon sens 
780 bp 

ARN bon sens 
3' 165 bp 



ARN bon sens 
5» 615 bp 
ARN bon sens 
780 bp 

ARN bon sens 
5' 546 bp 

ARN bon sens 
3 1 234 bp 
ARN bon sens 
700 bp 



proteine de 
capside de 22 Kd 
(188 acides ami- 
nes) et proteine 
chimerique deri- 
vee 29 Kd (252 
Aa) 

Proteine de 
capside mutee 
(190 Aa) 

3 6 Aa NH2 terminal 
de la proteine 
de capside 



Proteine de 
capside tronquee 
(169 Aa) 

164 Aa NH2 terminal 
de la proteine de 
capside 



215 Aa NH2 terminal 
de la proteine de 
42 Kd 
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CODE 

1 A 

2 A 

3 A 

4 A 

5 A 

6 A 

7 A 

8 A 




FRAGMENT cDNA TRANSCRIPT 

ARN anti-sens 
(9i) 780 bp 

ARN anti-sens 
780 bp 

ARN anti-sens 
5' 165 bp 
ARN anti-sens 
3 • 615 bp 
ARN anti-sens 
780 bp 

ARN anti-sens 
5' 546 bp 
ARN anti-sens 
3' 234 bp 
ARN anti-sens 
(2078 )700 bp 



PROTEINE 




(2774 ) 



N.B. : les chiffres entre parentheses reperent la 
position des sites de restrictions selon la sequence 
du BNYW ; v represent le linker Bgln additionne. La 
taxlle des transcripts correspond a la partie du 
messager complementaire du BNYW. 

Sur ce tableau, il est aussi presente un fragment 
de cDNA s'etendant de la position 2078 a 2774 ; il 
s'agit d'un fragment Sau 3A du RNA2 correspondant a 
l'extremite 5'du rna subgenomique codant pour la 
proteine de 42 Kd (figure lb) . ^ inventeurs ont 
clone ce fragment dans les vecteurs d- expression 
PBIOS1 et pBIOS3 et ceci dans les deux orientations 
(8B et 8A) . 
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EXEMPLB 7 : INTRODUCTION DES GENES DANS UN 

VECTEUR BINAIRE 

Le vecteur binaire P GA492 choisi a ete construit 
par G. An (1986) .ce plasmide a une taille de 12 kb, sa 
carte genetique est presentee dans la figure 5. Ce 

plasmide possede : 

- deux fragments d'ADN contenant les sequences du 
T-DNA du plasmide tumorigene P TiT37, ces sequences 
delimitent la partie transferee et sont indispensables 

au transfert, 

- un gene chimerique contenant la sequence 
codante du gene de la neomycine phosphotransferase du 
transposon Tn5 (Rothstein et al, 1981) qui est 
fusionne a un fragment contenant le promoteur du gene 
de la nopaline synthase et les premiers codons de la 
sequence codante de ce meme gene. Ce gene chimerique 
est termine par le signal de polyadenylation du gene 
de la nopaline synthase. Ce gene confere. aux cellules 
vegetales le contenant la capacite de se multiplier en 
presence de . kanamycine, qui est normalement un 
antibiotique toxique pour celles-ci, 

- plusieurs sites uniques de restriction 
permettant le clonage de genes construits in vitro, 

- une origine de replication a large spectre 
d'hote fonctionnant dans E. coli et dans Aqrobacterium 
tumefaciens , 

- une origine de transfert et les genes mob 
necessaires pour le transfert par conjugaison 

bacterienne, 

- un gene de resistance a la tetracycline qua. 
permet la selection de bacteries transconjugates , 

- un gene de resistance a la tetracycline qai 
permet la selection de bacteries transconjugantes . 

Sur la figure 5, les inventeurs ont exemplify 
1 • introduction de deux genes, les genes portes par 
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PBIOI-IB et par pBI03-l B . Tous les fragments de cDNA 
sous le controle du promoteur Nos (pBIOSl derives) 
sont clones au site EcoRl de pGA 492 apres isolement 
des genes respectifs avec EcoRI. Seuls les clones 
presentant les genes dans le meme sens de 
transcription que celui du gene conferant la 
resxstance a la kanamycine sont retenus. Pour les 
genes contenant le promoteur 35S du CaMV (pBI0S3 
derives) le clonage s'effectue entre les sites Sst I 
et EcoRI de pGA 492 apres digestion des diferents 
plasmides par ces deux memes enzymes. 32 vecteurs de 
tranfert ont ete obtenus, deux de ceux-ci sont 
presentes dans la figure 5, pGA-l-is et pGA-3-lB. 

EXEMPLE 8 : INTRODUCTION D'UN GENE REPORTEUR DANS 
LE VECTEUR BINAIRE pGA-3-lB 

La confirmation du caractere transforms d'un 
txssu vegetal s-effectue dans de nombreux cas par la 
mxse en evidence des proteines codees par les genes 
transferee. Dans le cas du vecteur binaire pGA-3-iB 
les inventeurs ont pu doser par des techniques 
xmmunologiques la proteine de capside du BNYW et par 
un dosage en Z ymatique 1-activite de la neomycine 
phosphotransferase qui confere la resistance a la 
kanamycine. Cependant, ces dosages sont longs et 
deHcats et ils necessitent une importante quantite de 
materiel vegetal. 

En 1987, Jefferson et al, utilisent le gene uid a d'E 
coli codant pour !■ enzyme ^-glucuronidase (GUS 
E.C.3.2.2.31) comme gene reporteur. Ce gene sous le 
controle de signaux de transcription vegetaux 
(promoteur 35S du CaMV et tenuinateur Nos) s'exprime 
tres bien dans les cellules vegetales et !• enzyme se 
revele tres stable. Plusieurs methodes de dosage de 
l'activite enzymatigue de cette proteine sont 
dxsponibles car il existe differents types de 
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substrats ; en particulier des substrats dormant des 
produits chromogenes et des substrats donnant des 
produits fluorescents. On pent effectuer de facon 
simple et avec peu de materiel vegetal des dosages 
quantitatifs (intensite de la fluorescence) et des 
dosages qualitatifs par histochimie (apparition d'un 
precipite bleu-indigo) . Pour benef icier de ce systeme 
reporteur dans les experiences de transformation, les 
inventeurs ont construit le vecteur binaire 
pGA-^-3-lB. La structure genique de ce plasmide est 
presentee dans la figure 6. Le gene pouvant inhiber la 
multiplication du BNYW est encadre par le gene 
conferant la resistance a la kanamycine et par le gene 
codant pour la ^-glucuronidase. Pour realiser cette 
construction, les inventeurs ont insere au site EcoRI 
du vecteur binaire pGA-3-lB, le plasmide pBI221 
(Jefferson, 1987) ouvert a sont site EcoRI. Le vecteur 
binaire P GA-/J-3-lB resultant (d'une taille de 19 kb) a 
ete transfere dans les souches d ' Agrobacterium 
desarmees (LBA 4404, EHA 101, C58-3) par conjugaison 
triparentale selon la technique decrite par Ditta et 
al (1980) . 

EXEMPLE 9 : OBTENTION DE CALS FRIABLES 
REGENERANTS A PARTIR DE FEUILLES 

Des graines de betterave sont semees dans du 
terreau en serre. Ces graines sont issues de la 
variete americaine "REL 1" . 

Environ un mois apres la germination en serre, 
les premieres experiences d' induction de cals selon la 
methode decrite par Saunders et al (1986) ont ete 
faites : 

- de jeunes feuilles de 3 a 5 cm de long sont 
prelevees de chaque plante, 

- elles sont desinfectees comme suit : 
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detergent de la marque Domestos 15 % pendant 5 
minutes 

3 rincages a l'eau sterile 
sechage sur papier filtre sterile 

- chaque feuille est ensuite decoupee en 
fragments de 0.25 cm 2 environ, 

- les explants ainsi obtenus sont mis en culture 
sur du milieu MSBl (Tableau 3) en boites de Petri, 

- les boites apres avoir ete scellees avec un 
film plastique de la marque Scello-frais sont placees 
a 30 'C a l'obscurite pendant 3 0 jours, 

puis elles sont sorties en chambre de culture 
L:D 18:8, 25*C:20°C. 

De 4 a 10 semaines apres la mise en culture des 
cals blancs friables apparaissent autour, sur ou sous 
les explants foliaires. 

De 1 a 8 semaines apres 1' apparition de cals des 
bourgeons et/ou embryons commencent a regenerer de ces 
cals. 

TABLEAU 3 : MILTKU DE CUT.TTTPF 
MS : 

Pour 1 litre : 

4.4 g de milieu de Murashige et Skoog 
deshydrates de chez SIGMA ref. M6899. 

Vitamines : 

1 mg panthotenate de calcium 

0,01 mg biotine 

1 mg acide nicotinigue 

1 mg pyridoxine HC1 

10 mg thiamine HC1 
30 g saccharose 
pH : 5.8 

Milieu solide : 8 g agar-agar 



BN8DOCID: <WO_9t 1315aA2J_^ 



WO 91/13159 



PCI7FR91/00170 



41 



MSB1 : 

MS + 1 mg/1 BAP 
MS Bo. 1 : 

MS + 0.1 mg/ 1 BAP 

MS enracinement : 

MS + 1 mg/1 ANA 

Etalement des cellules : 

MSB1 + C = MSB + 3 00 rag/1 cefotaxime 

MSB1 + CK = MSB + 300 mg/1 cefotaxime + 200 mg/1 

kanamycine 

LB : 

Pour 1 litre : 

10 g bactotryptone 
5 g yeast extract 
10 g NaCl 

EXEMPLE 10 : OBTENTION DE SUSPENSIONS CELLULAIRES 

A PARTIR DES CALS INDUITS 

De 4 a 6 semaines apres leur apparition, les cals 
sont preleves (en evitant toute structure organisee) 
et mis en culture dans 100 ml de milieu MSB1 liquide, 
dans les erlenmeyers de 250 ml ferities avec une feuille 
de cellophane maintenue au col par deux elastiques. 
Les erlenmeyers sont agites a 200 RPM environ dans la 

chambre de culture. 

La suspension cellulaire s'etablit en 2 ou 3 
semaines. Chaque suspension est repiquee toutes les 3 
semaines environ comme suit : 

- le contenu de chaque erlenmeyer apres 3 
semaines de culture est filtre sur une serie de trois 
tamis empiles (dont les mailles sont de 1 mm, 500 w 
et 100 /im). Une partie de chaque fraction (>1 mm, 
>500 M m, >100 Mm) est remise en suspension dans 100 ml 
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de milieu MSB1 frais en erlenmeyers de 250 ml. Ces 
nouvelles suspensions sont & nouveau agitees a 200 
RPM. L'observation des differentes suspensions 
cellulaires etablies a partir des differents genotypes 
ont permis de distinguer deux types cellulaires : 

* type habitue (A) : suspension fine, verte a 
croissance rapide, regenere ponctuellement des 
formations vitrifiees se developpant dif f icilement, 

* type noduleux ( C ) : suspension d'agregats 
compacts jaunatres, a croissance plus lente, regenere 
plus frequemment que la premiere, des structures 
embryonnaires compactes se developpant assez bien. 

EXEMPLE 11 : TRANSFORMATION DE SUSPENSIONS 
CELLULAIRES ET DE JEUNES CALS 
Suspension cellulaire 

La transformation est f aite sur des suspensions 
cellulaires apres 3 semaines de culture, sans 
repiquage . 

Dans un tube plastique, sterile et gradue, on 
recueille une partie de la suspension de maniere a 
avoir 5 ml de cellules tassees dans 10 ml de milieu 
10 ml milieu MSB1 frais sont rajoutes. La nouvelle 
suspension ainsi obtenue est distribute dans guatre 
boltes de petri a raison de 5 ml par boite. 

Les souches d ' Agrobacterjum tumg^i ^ testees 
sont LBA 4404, EHA 101, C58-3.. Chacune de ces souches 
contient des vecteurs binaires portant les genes 
construits (exemples 5 et 6) et plus particulierement 
le vecteur pGA-^-3-iB (exemple 8) . 

Les souches bacteriennes sont conservees a -20 »c 
dans 15 % de glycerol. 50 M l de chaque souche sont 
preleves et mis en culture dans 2 ml de milieu LB + 
rifampicine + tetracycline. Les cultures sont agitees 
a 200 RPM a 30'C pendant 2 jours. Chaque souche est 
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repiquee dans du milieu frais at cultivee dans les 
conditions decrites plus haut pendant une nuit. 

Quand les bacteries sent ainsi pretes, 
1' infection des cellules vegetales est faite : 

- 50 Ml de chaque souche poussee une nuit sont 
preleves et ajoutes a une des boites de Petri 
contenant les cellules de betteraves decrites plus 
haut 

- la coculture des cellules de betterave et des 
bacteries se fait a 1 ' obscurite pendant 3 jours en 

chambre de culture 

Apres ces 3 jours, des cellules vegetales sont 
lavees pour eliminer la bacterie, une premiere fois 
avec du MSB1 + 600 mg/1 de cefotaxime 
(bacteriostatic . inhibant la croissance 

.■ ^bacterium ) , puis une deuxieme fois dans du 
milieu MSB1 + 300 mg de cefotaxime 

- les cellules ainsi lavees sont mises en culture 
sur un disque de papier Whatman sterile depose sur du 
milieu MSB1 + CK (tableau 3), en boites de Petri (la 
kanamycine est 1 ■ agent selectif permettant aux seules 
cellules transferees de se developper) . Les boites 
sont scellees avec du scello-frais et mises en chambre 
de culture. 15 jours apres, les f litres portant les 
cellules vegetales sont repiques sur du milieu frais 
MSB1 + cefotaxime + kanamycine 

- 3 a 8 semaines apres la coculture, des cals 
blancs apparaissent sur un lit de cellules mortes. 

Quand ils sont suf f isamment developpes, ces cals 
sont repiques soit sur milieu MSB1 + CK ou MSB1 + C ; 
la plupart des cals poussent sur les deux milieux. Un 
test histochimique (Jefferson, 1987) pour deceler 
l'activite de la proteine codee par le gene de la 0- 
glucuronidase dans les cellules de ces cals, a permis 
d'evaluer a environ 80 % le taux de cals positifs pour 
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ce test, Ceci confirme done le caractere transgenique 
de la plupart des cals obtenus. 

Le fait de cultiver ces cals sans 1- agent 
selectif (kanamycine) ne semble pas modifier 
1' expression du gene GUS. De plus, apres un mo is de 
culture sur milieu avec cefotaxime, les cals peuvent 
etre sevres de cet antibiotique sans que la bacterie 
se developpe sur le milieu. 

Done, un mois apres le clonage des cals, on peut 
se passer d'aj outer les deux antibiotiques dans le 
milieu de culture, sans inconvenient apparent. Ceci 
peut representer un atout pour la regeneration. 

Dispersion de cals nouvellement induits 

Au lieu de transformer des suspensions 
cellulaires induites depuis plusieurs mois (et ayant 
hypothetiquement perdu de leur potentiel de 
regeneration), de jeunes cals fraichement induits 
d'explants foliaires (Saunders et al, 1986) etaient 
transformes. Le potentiel organogene de ces cals 
transformes pouvait ainsi etre investigue. 

Pour tester cela, des cals juste apparus depuis 2 
a 6 semaines sur feuilles de serre ont ete preleves. 
Ces cals ont ete disperses dans un milieu MSB1 liquide 
en tubes plastiques steriles, et le meme protocole de 
transformation que pour les suspensions cellulaires a 
ete applique. Des cals transformes ont ainsi ete 
selectionnes par cette voie. 

EXEMPLE 12 : EXPRESSION DES GENES POUVANT INHIBER 
LE DEVELOPPEMENT DU BNYW DANS DES CELLULES DE 
BETTERAVE 

Les inventeurs ont transforme des suspensions 
cellulaires habituees de betteraves avec tous les 
genes construits presentes dans les exemples 5 et 6 
Pour chacun de ces genes plusieurs suspensions 
cellulaires transformees ont ete initiees et cultivees 
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en presence de kanamycine 200 mg/1. A partir de 10 g 
de cellules transformer soumises a 1- action de 
cellulases et de pectinases, soit les ARN totaux, soit 
les proteines solubles totales ont ete isoles. 

Pour 1' extraction des ARNs la technique utilxsant 
1-isothyocyanate de guanidium decrite par Ausubel et 
al (1987) s'est revelee la plus efficace sur ces 
cellules aux parois digerees. Les ARN totaux ont ete 
analyses par Northern blot selon Maniatis et al 
(1982). Pour !• hybridation des ARN totaux contenant un 
ARN message derive du gene de la proteine de capside, 
les inventeurs ont utilise come sonde le fragment 
BamHI de 780 paires de bases du plasmide pBIO-3B. Pour 
ceux exprimant un ARN messager derive du gene codant 
pour la proteine de 42 Kd, le fragment EcoRI de 1330 
paires de bases du plasxnide pBIO-3-8B a ete utilise 
comme sonde. Le marquage radioactif de ces 2 sondes 
grace a de 1'ATP (P32) s'est fait par. la technique 
dite de !• "Oligonucleotide Primed Synthesis" (Ausubel 

et al, 1987) . 

Les resultats obtenus ont permis aux inventeurs 
de verifier la presence de tous les ARN messagers 
attendus, ce qui montrait la f onctionnalite des genes 
chimeriques construits. Ces messagers ont une taHle 
correspondante a celle indiquee dans le tableau 1 
majoree de 200 nucleotides environ. Ces nucleotides 
supplementaires situes a 1'extremite 3« du mRNA sont 
dus a la partie transcrite du terminates Nos jusqu'au 
signal de polyadenylation et a la queue de poly-A. II 
a aussi ete observe que le promoteur Nos a une 
efficacite de transcription de 30 a 50 fois plus 
faible que le promoteur 3 55 dans des cellules de 
betteraves. Ces resultats sont comparables a ceux 
obtenus sur le tabac et la tomate par Sanders et al 



(1987) . 
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Bien que la transcription de tous les genes ait 
ete verifiee, il etait necessaire de voir si ia 
traduction et la production de la proteine de capside 
et de la proteine chimerique de 29 Kd a ete obtenu 
dans le cas du vecteur binaire pGA-^-3-lB. Pour cela 
xl a ete realise un western blot (Ausubel et al 
1987)) sur des proteines solubles extraites a partir 
de dxfferentes suspensions cellulaires transferees 
(ta m pon d . extraction : uree, 9M . ^ercaptoethanol , 
7,5 %, SDS, 4/ 5 % ; p H : 6f8 ). Les resultats sont 
presentes dans la figure 7 ; la partie sup e rieure du 
fxltre a ete revelee avec des anticorps polyclonaux 
antx /^-glucuronidase et la partie inferieure par des 
antxcorps polyclonaux anti-BNYW. La ^-glucuronidase 
est presente dans la majorite des suspensions 
transformees (bande immunoreagissante 68 Kd) Dix 
suspensions sur les n testees presented une bande 
xxnmunoreactive conunigrant avec la proteine de capside 
du BNYW ainsi gu-une bande d-un poids .oleculaire 
d envxron 29 Kd. L'expression de ces deux proteines 
est de 1-ordre de 0,005 a 0;oi % des p rot e ine s 
solubles totales ; cette quantite atteste de la bonne 
effxcacite de traduction du messager produit. n est a 
noter que la quantite de 29 Kd est particuliere^ent 
elevee dans la majorite des transforms et peut etre 
superieure a celui de la proteine de capside. Le taux 
de readthrough dans l es suspensions cellulaires 
habxtuees semble etre superieur a celui observe dans 
des racines de betteraves pour le RNA2 (Ziegler et al 
1985) et sur des betteraves transgenics (exexnple 

15) • 
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EXEMPLE 13 : TEST DE RESISTANCE IN VITRO 
T ^^^ «f. purif ication de p roto plastes de 

betterave 

^ jours apres le repiquage, 2 ml de suspension 
cellulaire tassee sent digeres dans 20 ml d- enzymes 
caylase. La composition du cocktail enzymatique est la 
suivante : 0.25 %, 345 S ; 0.25 % T ; 0.08 % M 2 L 
dissout dans du mannitol 0.7 M contenant 0.08 mM 
N aH2P0 4/ 0.03 mM MES et 0.68 mM CaCL2 . La pression 
osmotique est ajustee a 760 mOsmole/Kg et a pH 5 , 8 . 
apres 16 a 18H00 de douce agitation (30 oscillations 
par minute) a 1'obscurite et a 24 -c, la suspension est 
filtree sur tamis de 100 et 50 /*m respectivement . Le 
filtrat est additionne d'un volume egal d'une solution 
iso-osmotique de KCl a 470 mM et les protoplastes sont 
sedimentes a 50 g pendant 5 minutes. Le culot est 
repris dans du saccharose isoosmotique a 57 0 mM et 
centrifuge a 50 g pendant 15 minutes.. L'anneau de 
protoplastes est preleve, soumis a une deuxieme 
centrifugation dans du saccharose, qui, sedimente, est 
lave deux fois dans du mannitol a 760 mOsmoles/Kg . La 
viabilite des protoplastes est quantifiee par 
coloration au diacetate de fluoresced (Widholm, 
1972). On s- assure que la digestion est complete par 
1- absence de coloration de paroi du calcofluor. 

L' utilisation de gradients iso-osmotiques maxs de 
densites dif f erentielles a permis d'obtenir des 
preparations de protoplastes a tres hauts rendements 5 
x io* protoplastes par ml de cellules tassees et 
complement debarrases de debris cellulaires. En 
moyenne, 90 % des protoplastes sont viables. 
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«. 9UltUre ^ P^ Pla ^ OS isoles H C n . n 

transfor mees et transformer 

Le milieu de culture des protoplastes est un 
milieu de macro et micro elements de Murashige et 
Skoog (1962) ou le NH 4 N0 3 est diminue de moitie et 
additionne de : 

lg/1 hydrolysat de caseine 

3 0 g/1 saccharose 
7,7 mg/1 glycine 

1,3 mg/1 d'acide nicotinique 
0,25 ng/1 pyridoxine 
0,25 n/1 Thiamin-HCI 

4 00 mg/1 glutamine 
25 mg/1 glucosamine 

1 mg/1 6 benzyl amino purine 
1 mg/l acide indole acetique. 

La pression osmotique est ajustee a 760 
mOsmole/ k g avec du mannitol et le pH a 5,8. Le milieu 
de culture est sterilise par filtration. 

Des protoplastes ont ete isoles a partir de 
suspensions cellulaires transformees et non 
transformees. Tls ont ete mis en culture dans le 
milieu ci-dessus en presence et en absence de 
kanamycxne a 200 mg/1 afin de calculer Lefficacite 
d etalement. Les re sultats demontrent que les 
protoplastes isoles a partir de cellules non 
transformees ne survivent pas SU r milieu selectif 
contenant 200 mg/1 de kanamycine. Ceci est en accord 
avec I- absence d • echappement dans les experiences de 
transformation. Aucune difference significative n'a 
ete trouvee entre les efficacites d- etalement de 
protoplastes issus de cellules transformees en 
presence et absence de kanamycine. Ceci confirme done 
1 absence de cellules non transformees au sein des 
Hgnees transformees. Lors d ■ experiences comparatives 
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qui seront decrites ci-dessous, les protoplastes issus 
de 4 types de lignees cellulaires (01 et /J14 exprimant 
la 22 Kd et la 29 Kd, WT, non transformees et 0 D 
transfonr.ee par le vecteur binaire P GA492) seront mis 
en culture en absence de pression de selection. 

r.f^Hnn de pro tnnlastes dft betterave par le 

BNYW 

L- optimisation de la technique d' infection s ' est 
effectuee sur des protoplastes issus de cellules non 
transformees. Les inventeurs se sont inspires de la 
technique d' infection par le polyethylene glycol 
decrit par Samac et al (1983) et de celle par 
electroporation decrite par Watts et al (1987). Afin 
d'obtenir des taux eleves d' infectivite, il etait 
imperatif d'utiliser des preparations de protoplastes 
depourvues de debris, ayant des taux de viabilite 
superieurs a 90 % ainsi que des preparations de virus 
agees de moins de deux semaines. 

La frequence d- infection a ete determinee par 
immunofluorescence par une technique indirecte decrite 
par Maule et al (1980). Les protoplastes infectes ont 
une fluorescence vert clair caracteristique, dispersee 
dans le cytoplasme ; les protoplastes non infectes 
sont marron terne. La figure 8 presente les resultats 
de 4 experiences d' infection de protoplastes de 
betterave par la technique au polyethylene glycol. II 
a ete constate qu'apres 24 heures de culture environ 
60% des protoplastes sont infectes. Ce pourcentage 
n'evolue pas de facon significative pour des durees de 
culture superieures a 24 h. L' infection s'est done 
realisee de fa 9 on quasi-synchrone. Cette figure montre 
aussi que du virus inactive par congelations et 
decongelations repetees ne se replique pas dans les 
protoplastes de betterave. Dans toutes les 
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experimentations effectives, en moyenne 50 % des 
protoplastes sont infectes. 

Les inventeurs ont reussi a introduire des 
particules virales du BNYW en utilisant des 
impulsions electriques (technique d'electroporation) . 
Les inventeurs se sont inspires de la technique 
decrite par Watts et al (1987 ) e t ont utilise un 
electroporateur a decharge de capacites (Guerche et 
al, 1987) . 

L' optimisation de la technique s'est faite en 
faisant varier la duree d- impulsion delivree par des 
condensateurs de differentes capacites et la 
resistivite du milieu d'electroporation. C'est ainsi 
que les inventeurs ont vu que deux impulsions de 100 
ms delivrees a 15 sees d'intervalle par des 
condensateurs de capacite 63 m f charges a 220 V a 1 x 
10 6 protoplastes remis dans du mannitol contenant du 
Caci2 a 5 mM en presence de 5 ng de BNYW permettaient 
d- avoir un taux de 55 % de protoplastes infectes. 
L* omission du CaCl2 resulte en une diminution de 
1 ' inf ectivite d'un facteur 3, bien que la viabilite 
des protoplastes soit augmentee d'un facteur 2. Ceci 
est illustre sur la figure 9. 

infection de protoplasts * e betterav^s issus ^ 
cellules transforme es et non transformers 

Afin de determiner si la proteine capsidaire (22 
kD) du BNYW et la proteine derivee (29kD) produite 
dans les cellules de betterave pouvait inhiber la 
multiplication du virus, les . inventeurs ont inocule 
des protoplastes issus de cellules exprimant ou 
n'exprimant pas ces proteines par le virus. Les 
experiences ont ete realisees par les techniques au 
PEG et par 1 • electroporation. L- infection a ete 
visualisee par immunofluorescence des cellules 30 
heures apres culture. II n'a pas ete decele de bruit 
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de fond en immunofluorescence dans les cellules 
transformees et exprimant la proteine capsidaire avant 

inoculation. 

TABLEAU 2 : infection par le BNYW de protoplastes 
issus de cellules transformees et non transformees. 



Source protoplastes 
Non Transforms Protection 

transforms CP* CP" (%) 



Experience 


Pll /37 


/314 






1 


30 


1 




97 


2 


68 


10 




85 


3 


70 


4 




94 


4 


27 


1 




96 


5 


35 5 






86 


6 


25 2 






92 


7 


37 10 




36 


73 


8 


12 




48 


75 



1 x 10 6 protoplastes ont ete inocules avec 5 
m de BNYW (F13 ou S2) sauf pour 1' experience 4 ou 
1- inoculum consistait de 30 M g de BNYW les chiffres 
representent le pourcentage de protoplastes 
fluorescents detectes 30 h apres 1 ' inoculation. CP+ et 
CP- sont des lignees cellulaires transformees 
exprimant et n' exprimant pas la proteine capsidaire du 
BNYW . 

Le tableau 2 resume les resultats obtenus avec deux 
lignees cellulaires (pi et 014) exprimant fortement 
deux proteines, et la lignee cellulaire transformee 
{■PD) et la lignee cellulaire non transformee WT. Dans 
tous les cas, le pourcentage de protoplastes infectes 
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isoles de cellules transfonnees 07 et 014 est 
significativement plus faible que celui des 
protoplastes de cellules non transfonnees. Les 
experiences 7 et 8 prouvent bien que la protection est 
bien due a la presence des proteines 22 Kd et 29 Kd, 
car le taux d- infection de protoplastes issus des 
cellules de la lignee /?D est comparable a celle des 
cellules non transfonnees. Done le processus de 
transformation en lui-meme ne confere pas de 
protection a 1 • infection par le virus. L- expression de 
proteines etrangeres, autres que celles du BNYW ne 
confere pas non plus la protection a 1 • infection par 
ce meme virus. La protection n'est pas abolie lorsque 
l'on augmente la concentration du virus presente dans 
1' inoculum. Les profils densitometries (figure 10) 
des RNA totaux (isoles de protoplastes 014 et WT 
infectes) et hybrides avec une sonde cDNA total contre 
les 4 RNA de BNYW montrent que ceux-la ne se 
repliquent pas dans les protoplastes exprimant la 
proteine capsidaire du virus. La protection a aussi 
ete observee lorsque 1 ' inoculation a ete effectuee par 
electroporation indiquant que la protection est 
independante de la methode utilisee pour 
1 * inoculation. 

Ces resultats demontrent pour la premiere fois 
que des protoplastes de betterave exprimant la 
proteine capsidaire virale du BNYW et la proteine 
chimerique derivee sont proteges contre 1' infection 
par ce meme virus. 

EXEMPLE 14 : REGENERATION DE PLANTES A PARTIR DE 
CALS TRANFORMES 

Apres un premier passage d'un mois sur M.SB1 + c 
ou MSBl + CK, les cals tranformes sont repiques tous 
les mois sur MSBl. Apres des delais plus ou moins 
longs, variant d'une semaine a plusieurs mois, des 
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bourgeons et/ou embryons regenerent sur certains de 
ces cals. 

II a ete observe qu • apres transformation les cals 
ont le meme phenotype que la suspension de depart. 
C'est-a-dire que le type noduleux ou habitue se 
retrouve apres la transformation. En outre, il semble 
que ce soit les cals tranformes de type noduleux qui 
aient la plus grande aptitude a la regeneration. Us 
permettent la regeneration de plusieurs structures se 
developpant assez bien et vite en plants, alors que 
les structures obtenues sur les cals habitues 
trans formes sont tres rares, longues et tres 
difficiles a se developper en plante. 

Les structures regenerees sont tres heterogenes 
morphologiquement. Elles sont repiquees, apres avoir 
ete coupees a la base au scalpel, sur le milieu MSB0.1 

en boites de Petri. 

Quand les bourgeons commencent a developper 
plusieurs feuilles, ils sont remis en multiplication 
vegetative en pots ou boites. Les bourgeons les plus 
developpes sont alors mis en enracinement sur MS + ANA 
1 mg/1 (ANA : acide naphtalene-acetic) . Les racines 
apparaissent de 2 a 6 semaines apres. 

Des que les racines sont suffisamment 
developpees, les plantes sont acclimatees en serre 
dans du terreau universel. Au bout de 3 mois, les 
plantes sont bien developpees (voir photo) et ont 
perdu la plupart des variations phenotypiques dues a 

la culture in vitro. 

EXEMPLE 15 : EXPRESSION DE LA PROTEINE DE CAPSIDE 
ET DE LA PROTEINE CHIMERIQUE DERIVEE DANS LES 
BETTERAVES TRANS GEN I QUE S 

Bien que sachant les betteraves transgeniques , 
grace aux tests de detection du gene codant pour la 
^-glucuronidase, il n'etait pas certain que le gene 
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interessant, a savoir celui codant pour les proteines 
de capside du BNYW, etait bien exprime dans ces 
plantes. Pour le savoir, ii fau t detecter ces 
proteines dans les tissus de betterave transf ormees . 
Pour detecter les proteines dans les trans f ormants, il 
a ete fait appel a la technique de Western blot 
(Ausubel et al , 1987). Celle-ci consiste a faire 
migrer les proteines solubles extraites de broyat de 
tissus des transf ormants, sur gel de polyacrylamide en 
conditions denaturantes (Laemmli, 1970). Les proteines 
ainsi separees sont tranferees par electrotransfert 
sur une membrane de nitrocellulose. Cette membrane est 
ensuite hybridee avec des anticorps polyclonaux de 
lapins diriges contre le BNYW. La revelation se fait 
par addition d- anticorps anti-lapin conjuges a la 
phosphatase alcaline, qui utilise des substrats 
chromogenes. La figure 11 montre le type de resultats 
obtenus. Les extraits de betterave transgeniques 
contenant le gene codant pour les proteines de capside 
montrent une bande immunoreactive migrant au meme 
niveau que la proteine de capside du virus. Cette 
bande n'est pas presente dans les extraits de plante 
non transf ormees. De plus, dans les extraits de plantes 
transf ormees, on detecte une bande a 29 Kd 
correspondant a la proteine chimerique derivee de la 
22 Kd par addition de 64 acides amines, due au 
"readthrough" (exemple 5). Ces deux proteines de 22 et 
29 Kd n'ont pu etre detectees que dans des extraits de 
racines de transf ormants et pas dans les feuilles. La 
figure 11 illustre done 1' expression specif ique, dans 
les racines de betteraves transgeniques, des proteines 
de 22kD et de 29kD, malgre 1 -utilisation d'un 
promoteur const itutif. La fonctionnalite du promoteur 
dans les parties aeriennes de la plante est confirmee 
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par 1' expression du gene marqueur GUS dans tous les 
tissus . 

Le BNYW se transmet et se developpe au niveau 
des racines, il est done avantageux que les proteines 
susceptibles d « inhiber le virus soient presentes dans 
ces organes . 

EXEMPLE 16 : OBTENTION DE GRAINES DE BETTERAVES 

TRANSGENIQUES 

Apres 2 a 3 mois d ' acclimatation en serre des 
plantes transgeniques , il a ete constate qu'elles 
etaient phenotypiquement conforraes a la plante mere. A 
ce stade les plantes possedent de 10 a 15 feuilles 
tres bien developpees, et sont toujours a l'etat de 
rosette. Pour savoir si les plantes obtenues sont tout 
a fait normales et notamment fertiles, et si le gene 
introduit est transmis a la descendance, les plantes 
ont ete vernalisees pour induire la montee a graine. 
Les transformants primaires sont done places entre 2 
et 7"C a 1' obscurite pendant 3 mois, puis en champs en 
periode de jour long. Un mois a un mois et demi apres 
la mise en champ, la hampe florale commence a monter. 

La floraison a lieu trois mois environ apres la 
sortie de vernalisation, et les fruits sont murs deux 
mois apres. 

Quand les glomerules sont bien sees, ils sont 
recoltes et nettoyes. Les graines sont ainsi pretes a 
etre semees . 

EXEMPLE 17 : APPLICATION DE LA METHODE DE 
L' INVENTION A DIFFERENTES VARIETES DE BETA VULGARIS : 

Les methodes de transformation et de regeneration 
decrites dans les exemples 9 a 14 ont ete appliquees a 
des suspensions cellulaires et a des dispersions de 
cals blancs friables issues de plantes provenant d'une 
variete "elite" (variete parente d'hybrides 
commerciaux) . 
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Des plantes transgeniques exprimant la proteine 
de capside du BNYW ont ete obtenues. Cette expression 
etait specif ique dans les racines. La variete "elite" 
ayant un environnement genetique different des autres 
varietes transf ormees , 1' expression specif ique semble 
etre alors conservee dans l'espece Beta vulgaris . 

La reproductibilite de ces techniques a ete 
verifiee en appliguant les methodes de transformation 
et de regeneration de 1' invention a d- autres varietes 
et en d' autres sites geographiques par une autre 
equipe d • experimentateurs . Dans chaque cas, des 
plantes transgeniques ont ete obtenues. 

EXEMPLE 18 : AUTOFECONDATIONS ET CRO I S EMENTS DES 
PLANTES TRANSGENIQUES RES ISTANTES A LA RHIZOMANIE 

Des graines transgeniques ont ete obtenues a la 
fois sur des auto fecondat ions des plantes transf ontiees 
et sur des croisements de ces memes plantes avec trois 
autres lignees de betteraves males steriles (une 
lignee male sterile genique monogerme, une lignee male 
sterile genique multigerme et une lignee male sterile 
cytoplasmique) . 

L • expression specif ique de la proteine de capside 
et de celle de la proteine de 29kD dans les racines de 
toutes les plantes transgeniques issues 

d- auto fecondat ions et de croisements a ete obtenue. 

Ces resultats attestent que cette expression 
specifique est maintenue dans un environnement 
genetique different de celui des transformants 
primaires. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de transformation de cellule 
v^taxes appartenant k !, esp , ce 3eta_J^^ 

vZ ?*T en ce qu ' il comprend la 

dT r ^Tj; ^ r^ 5 friabies da - » 

culture cellulaire vegetale ligui de 

:?::r nt ° * envi ™ -«» c ytokin n e 

- une suspension de cals blancs friables daM un 
-xlx« de culture celluiaire vegetale liguid'e 
contenant environ o i i • nguiae 

cvtokinin- environ 3.0 ng L -i d . une 

portant aVSC ^^tSrius, contenant un vecteur 

pcrtant un gene destine a e tre intromit dans les 
cellules vegetans, suivie de coculture des cellules 
vegetal e t des ba=«ries pour donner lieu a . des cals 
friables transforms. 

en J'^r 4 Sel ° n ^ revendi -«- 1. oaracterise 
en ce gu-il conprend !es etapes successive, suivantes 

I) induction de cals blancs friables a partir 
d'explant ; partir 

II) dispersion des cals dans un milieu de culturo 

" X IT" V ^ tale ll9Uide COnteMnt ° * -viron " 

IL~ ■ Cyt ° kinlne ' ° U ° btenti ° n -spension 

=ellulaire a partir des cals dans un aiiieu de culture 

cellulaire vegetale l iqu ide contenant environ o l ■ 
environ 3.0 mgl-' d'une cytokinine , 

HI) mise en contact de la dispersion ou de la 
suspension cellulaire. avec Agrobacter^ ^'.^ 

Introd^ T VSCteUr ^ «*~ » to 

mtroduit dans les cellules vegetales, suivie II 

-culture des cellules veg.tales et des 
•™) lavage des cellules vegatales pour eli»i„er les 
bacteries et selection des cellules transferees III 
un mxlieu selectif ; 
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V) culture des cellules trans formees selectionnees 
pour obtenir des cals friables transformes. 

3. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que les cals 
blancs friables sent induits a partir de jeunes 
feuilles, ayant par exemple une longueur de 3 a 5 cm, 
prelevees d'une plante agee de moins de trois mois. 

4. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
dispersion des cals s'effectue dans un milieu de 
culture cellulaire vegetale contenant de la 6- 
benzylaminopurine (BAP) , plus particulierement environ 
lmgl" 1 BAP- 

5. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que la 
suspension cellulaire est obtenue par mise en culture 
pendant 2 a 3 semaines des cals blancs friables ages 
de 4 a 6 semaines dans le milieu de culture additionne 
de cytokinine , le milieu etant agite pendant cette 
periode, suivie de repiquage de la suspension ainsi 
obtenue sur du milieu de culture frais, donnant lieu a 
deux types cellulaires, notamment type habitue et type 
noduleux. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise 
en ce que le milieu de culture est additionne de la 
6-benzylaminopurine (BAP) , plus particulierement 

environ 1 mgl" 1 BAP. 

7. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le 
milieu de culture cellulaire vegetale est le milieu de 
Murashige et Skoog (1962), dit milieu M.S. 

8. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la 
coculture de cellules vegetales et des bacteries 
s'effectue pendant 3 jours dans l'obscurite sur un 
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milieu de culture cellulaire vegetale tel que le 
milieu MS, eventuellement additionne de cytokinine, 
par exemple environ 1 mgl" 1 BAP. 

9. Precede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 
1* elimination des bacteries s'effectue par lavage des 
cellules vegetales avec un milieu de culture 
cellulaire vegetale contenant un agent 
bacteriostatic^ inhibant la croissance 
d'Agrobacterium, par exemple le cefotaxime. 

10. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la 
selection des cellules transformees s'effectue sur un 
milieu contenant de la kanamycine. 

11. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la 
culture des cellules transformees selectionnees 
s'effectue sur un milieu de culture solide, tel que le 
milieu M.S solide, additionne de cytokinine, d'agent 
bacteriostatique et d'agent select if. 

12. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 11 caracterisee en ce que le gene 
destine a etre introduit dans les cellules vegetales 
est choisi p arm i U n gene conferant un caractere 
d'interet agronomique ou Industrial, par exemple un 
gene de resistance a 1- infection par un virus, tel 
qu'un gene codant pour la proteine de capside du virus 
BWYV ou du virus BNYW, un gene conferant une 
resistance a un herbicide ou a un insecticide, ou 
encore un gene dont !• expression confere la sterilite 



13. Procede de regeneration de bourgeons et/ou 
d'embryons transgenics appartenant a l'espece Beta 
vulgaris a partir d'explants, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes successives suivantes : 
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a* cals friables transforms selon l'une 
I) obtention de cais "J- auACO 

quelconque des revindications 1 * 12 > 

«, repiguage des cais transferees sur un milieu de 
cu Jre ctntenant 0 a environ 3 „l" d • une cytokine, 
et eventuelle-ent un agent bacteriostatic^ et un 
IU selectif jusgu'a i.apparition de bourgeons et/ou 
d'embryons transgenics revendication 13, 

14 . Precede selon xa j- 
.aracteris, en =e gue le milieu de culture est 1. 
nilieu M.s additionne d-environ lmgl 
Ittntuellement environ 300 ngl" cetota*ime et 2 00 mgl 

de regeneration de plantes 

^^r,*- » l'esoece Beta vul garis , 

transgenics appartenant a 1 espec 

- • - re ou'il comprend les etapes 
caracterise en ce gu 

enrressives suivantes : 

7 generation de bourgeons et/ou d'embryons 
transgenics selon le procede de la revindication 13 

II) repiguage des bourgeons et/ou des embryons 
transgenics sur un milieu de culture tel oue le 
TlZ «.T additionne d.environ 0.1 -,1- cytokine, 

par exemple de la BAP ; 

Ae > s structures regenerees en 

ttt\ remise des buj.ui-^« 

Implication vegetative suivi. d • enracinement sur un 
TilJu de culture tel cn,e le milieu M.S contenant de 
"acide naphthalene acetic par exemple environ 1 

"''''le Procede de production de graines de plantes 

4.=r,„r,<- a l'espece w^ta vulgaris 
transgenics appartenant a 1 esp - 

. . on ce que qu'il comprend les etapes 

caracterise en ce que y 

suivantes : , , -, 

I, regeneration de plantes transgenics selon 

procede de la revendication 15 ; 



WO 91/13159 




PCI7FR91/00170 



66 

IX) vernalisation des plantes i-^r^^c^^ • 

. piantes transgemques et recolte 

des grames apres floraison. 

I—-"' T' friatleS transf °™*= appartenant a 
1 «P~. Beta v,l q Br l H et pouvant etre produits selon 
1 une quelconque des revendications 1 a 12 
1Doa "- Bou ^°"s et/ou eabryons transgenics 
appartenant » 1-espSce Beta^ulaaris et pouvant «re 
products selon 1'une des revendications 13 et 14 

Beta 19 m P1 * nteS tr """«* nl «'— appartenant a Lespece 
^S-^aiaSTis et pouvant etre produits selon le 
procede de la revendioation 15. 

a i.e'Le^tT ^ Pl3nteS appartenant 
a 1 espece Beta vulg aris et pouvant 

selon la revendioation 16. 

21. Plante transgenique appartenant a 1'espece 
aata^ulaaris et resistante a 1- inaction par le virus 
des nervures jaunes et necrotizes de la betterave a 
sucre <BN*W> , ladite plante ,tant transro^e ^ 

St3ble ^ U " * r "-» t — nucl«oue, dont 
le produxt d-expression est capable de confers adite 

Ln» 9 e n°»lque ou subgenomigue du BNYW, ou du 

cADN ccrrespondant, ce tragaent codant pour au mo ins 

™ hs; d des i protsines c °" es par ies nuci,oti::; 

sous l. t 9Ue " Ce SaUVagS dS 1,ARN2 ' « ««»t 

° «ntrole d'un promoteur pen»ettant 

1 expression du fragment dans les ceU.™ 
Plante et «ant dans 1-orientation sens ou antisens. 
21 I ? antS tB ™9* nl W' «l™ la revendioation 
une 1" T 51 , 16 ledit fra ** ent P°- au n oins 

Z ?, Pr ° teine C °^ e P " les "uol^tides 

protexne presentant une hoaologie d-au »oins 80 * et 
coaportant !• insertion, la substitution ou la d*letio"n 
d'acide(s) amine(s). tlon 
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23 Plante transgenique, selon la revendication 
22 dans laquelle ledit fragment code pour la protexne 
codee par les nucleotides 145 a 708 et, en outre pour 
une parti, de la proteine codee par les nucleotxdes 
709 a 2218 de l'ARN2 du BNYW. 

24 Plante transgenique, selon la revendxcatxon 

23, dans laquelle ledit fragment code pour la ^xne 
codee par les nucleotides 145 a 871 de l'ARN2 du 

BNYW 2 5 Plante transgenique, selon la revendication 

24, dans laquelle ledit fragment est compose par les 
nucleotides 91 a 871 de 1-ARN2 du BNYW. 

26. Plante transgenique, selon la revendxcatxon 
22 dans laquelle ledit fragment code pour au moxns 
une partie d'une variante de la proteine codee par les 
nucleotides 145 * 2218, ladite variante se dxstxnguant 
de la sequence sauvage par la presence de la sequence 
Glu Asp Leu Pro qui remplace les acides amines Hxs ALa 
codes par les nucleotides 253 a 258 de la sequence 

SaUVa 27* Plante transgenique selon la revendication 
26, dans laquelle ledit fragment code pour une partxe 
de la variante et est compose par les nucleotxdes 91 a 
871 de la sequence sauvage, les nucleotides 253 a 25 
de la sequence sauvage etant remplaces par ceux codant 

pour Glu Asp Leu Pro. 

28. Plante transgenique, selon la revendxcatxon 
26, dans laquelle ledit fragment code pour une partxe 
de la variante, ladite partie correspondant a celle 
codee par les nucleotides 145 a 255 dans la sequence 
sauvage, les nucleotides 253 a 255 de la sequence 
sauvage etant remplaces par ceux codant pour Glu. 

29 Plante transgenique, selon la revendxcatxon 
26, dans laquelle ledit fragment code pour une partxe 
de la variante, ladite partie correspondant a celle 
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30. Plante transgenics, salon la revendication 
22, dans laquelle leait fragment oode au 

une partie d'une variante de 1, ^ - * 
, . . e ae la Proteme codee oar l o<= 

nucleotides 145 a 2218 , ladite variante ^J£u£ 

Arg Ser Ser Gly au l ieu deS acides amines codes par 
les nucleotides 637 a 651 de la ™, 

oax ae ia sequence sauvaae i a 
sequence Arg Ser Ser n„ * ge ' la 

^ la proteL tmat 

30 dan! T ant r trans94ni ^ e - -ion la revendication 

30 dans laquelle ledit fragment code ^ 
de la et est oo]jpos4 ^ ^» 

"1 de l a sequence seuvage, l es nucleotides 637 a ,m 
de la sequence sauvage etant replaces par C e ux Lilt 
pour Arg ser ser Gly stop. * nt 

31 daL r 1 ^, tranSg6ni " ue ' -ion la revendication 
31, dans laquelle ledit fragment code pour une part" 

codee Var " nte ' laditS Pa " ie P°ndant .Till 

oodee par les nucleotides 144 a 640 d» , • 
sauvage. de la se quence 



33. Plante transgenics, selon la revendlcation 
31, dans laquelle ledit fragment code pour une parti 

a s : rr te et est conpos * pa * - ™ir 

642 L ! la . S9qUenCe sauva 9e, les nucleotides 641 et 

HI ^ ' 3 ; eqUBnCe MUVa ** *«* re»pi acte par ca It 
les nucleotides 643 a kka ^ 

enHanf 43 a 654 eta «t rempiaces par ceux 

codant pour Ser Ser Gly stop 

r;rr i — 

~ lqUe / U BNYW ' ° U ^ CADN — P-dant. 1^ 
fragment codant pour au mo ins une partie de £ 
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proteine codee par les nucleotides 2133 a 3285 de 
1 1 ARN2 , ou pour une variante de cette proteine 
presentant au moins 80 % d • homologie et comportant 
1' insertion, la substitution ou la deletion d'acide(s) 
amine (s) . 

35. Plante transgenique, selon la revendication 
3 4 dans laquelle ledit fragment code pour la proteine 
codee par les nucleotides 2133 a 2774 de l'ARN2 du 
BNYW . 

3 6 . Plante transgenique, selon la revendication 
3 5 dans laquelle ledit fragment est compose par les 
nucleotides 2078 a 2774 de 1 1 ARN2 du BNYW. 

37. Plante transgenique, selon l'une quelconque 
des revendications precedentes , caracterisee en ce 
qu 1 elle exprime la proteine conf erant la resistance , 
et codee par ledit fragment, uniquement dans les 
racines. 

38. Plante transgenique, selon la . revendication 
3 7 f caracterisee en ce que le promoteur controlant 
1 « expression de ladite proteine est un promoteur 
constitutif, par exemple le pNos ou le p35S. 

39. Plante transgenique selon la revendication 
37, susceptible d'etre obtenue par le precede de la 
revendication 15 . 

40. Graines de plantes transgeniques selon I'une 
quelconque des revendications 21 a 39. 

4 1 # Procede de production de plantes 
transgeniques appartenant a l f espece Beta vulgaris et 
resistante a 1' infection par le BNYW, ladite plante 
exprimant, specif iquement dans les racines, une 
proteine capable de conferer ladite resistance, ledit 
procede comprenant la transformation, par 
1 ' intermediaire d ' Aarobacterium tumef aciens , de 
cellules provenant de Beta vulgaris avec un des 
fragments d 1 acide nucleique tels que decrits dans 
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l'une quelconque des revendications l a 16, la 
transcription dudit fragment etant sous le controle 
d'un promoteur constitutif tel que le p3 5S ou le pNos, 
suivi de la regeneration d'une plante transgenique a 
partir des cellules transf ormees . 
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FIGURE 3 
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FIGURE 7 
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FIGURE 8 
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FIGURE 9 
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FIGURE 11 
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